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Las sustanias albuminoides no onstituyen, hablando on propiedad, espe-
ies químias; son órganos, o restos de órganos, uya historia debería perte-
neer más a la biología que a la químia
1
. A. Naquet, 1867
Las sustanias albuminoides a las que haía referenia este químio franés a -
nales del siglo XIX, onoidas después omo proteínas, son quizás las biomoléulas
más sorprendentes de uantas nos rodean. Son, omo bien intuyó Naquet pese a errar
en la deniión, algo más que meras maromoléulas orgánias: son los instrumentos
moleulares mediante los que se expresa la informaión genétia
2
. Están presentes en
todos los organismos vivos, desde los más simples proariotas hasta los organismos plu-
rielulares más omplejos. Su papel es fundamental en proesos vitales muy diversos,
ya que realizan tareas altamente espeías: desde la regulaión hormonal al trasporte
de nutrientes a través de la membrana elular, pasando por el ontrol de la atividad
nerviosa o la respuesta inmune del organismo. Tampoo podemos olvidarnos del papel
que desempeñan las enzimas omo atalizadores espeíos en las distintas reaiones
de las rutas metabólias
3
que son la base de la vida tal y omo la onoemos.
Para realizar sus funiones donde se las neesita, las proteínas presentan, habitual-
mente
4
, una estrutura tridimensional araterístia. En general, podemos deir que no
hay funión sin estrutura y que, en prinipio
5
, ada estrutura determina una fun-
ión biológia onreta. Si no se adquiere esta estrutura, la atividad biológia puede
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disminuir o inluso desapareer, dando lugar a lo que se onoe omo enfermedades del
plegamiento
69
. Considerando la importania de las proteínas, es fáil entender el enorme
esfuerzo que desde diversas áreas ientías se dedia al estudio de su omportamiento
y de sus propiedades dentro y fuera de los organismos vivos (Naquet volvió a equivo-
arse: la únia forma de abordar el estudio de las proteínas es bajo una perspetiva
multidisiplinar).
La estrutura de una proteína en ondiiones biológias viene determinada por su
seuenia de aminoáidos, es deir, por los monómeros que la forman y el orden de éstos
a lo largo de la maromoléula. Dado que, en general, la funión de una proteína está
estrehamente ligada a su estrutura y que es la seuenia la que determina esta última,
resulta de gran interés entender uál es el ódigo, uáles son las normas que sigue una
seuenia onreta de aminoáidos para alanzar nalmente su estrutura tridimensional
funional, así omo el proeso a través del ual diha seuenia adquiere, en disoluión, la
estrutura orreta. Este proeso puede estudiarse tanto experimentalmente omo bajo
un punto de vista teório. En este trabajo hemos llevado a abo un estudio teório del
proeso global empleando ténias de simulaión moleular. Pero antes de estableer los
objetivos del estudio, vamos a analizar on detalle las araterístias más importantes
de las proteínas que son, en denitiva, las que lo motivan.
1.1. ¾Qué son las proteínas?
Las proteínas son maromoléulas lineales resultantes de la ondensaión de ami-
noáidos. Un aminoáido es una moléula orgánia pequeña que ontiene, al menos, un
grupo amino (-NH2), de naturaleza básia, y un grupo arboxilo (-COOH), de aráter
áido
10
. Todos y ada uno de los 20 tipos de aminoáidos distintos que se enuentran
formando parte de las proteínas naturales perteneen a la lase de los α-aminoáidos.
Tal y omo se observa en la Figura 1.1, el grupo -COOH y el grupo amino se unen al
mismo átomo de arbono, denominado arbono α. Este arbono α se enuentra enlaza-
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do, a su vez, a un átomo de hidrógeno y, omo uarto sustituyente, a un grupo adiional
de tamaño y omposiión diversa que es el que diferenia a ada aminoáido del resto.
A este uarto sustituyente se le onoe omo adena lateral del aminoáido y, de forma
simpliada, se representa on la letra R.
Figura 1.1: Estrutura de un α-aminoáido. Los uatro sustituyentes
sobre el arbono α son distintos salvo en la gliina, donde el grupo R es
un átomo de hidrógeno, onriendo a diho arbono propiedades enan-
tiomérias. De los dos estereoisómeros posibles sólo el L está presente en
proteínas naturales.
Los α-aminoáidos presentan isomería óptia11. Así, en funión de la disposiión
espaial de los uatro sustituyentes, los aminoáidos pueden ser D o L o, según la no-
menlatura introduida en 1956 por los químios R.S Cahn, C. Ingold y V. Prelog
12
,
R o S. Lo habitual es seguir utilizando la nomenlatura L/D ya que on ella no existe
onfusión posible: todos los aminoáidos naturales, sin exepión, son L, si bien las nor-
mas de Cahn, Ingold y Prelog
12
distinguen la L-isteína (isómero R) de todos los demás
α-aminoáidos, que son S.
Como ya hemos diho, es la adena lateral (R) la que distingue unos aminoáidos
de otros y la que determina sus propiedades sioquímias. En funión de la naturaleza
de R es posible lasiar los distintos aminoáidos en 4 grupos (Figura 1.2):
1. Grupos R apolares. Las adenas laterales de esta lase de aminoáidos son apo-
4 Introduión
Figura 1.2: Clasiaión de los 20 aminoáidos naturales.
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lares o hidrófobas, es deir, son inapaes de experimentar interaiones netas
favorables on las moléulas de agua y, de heho, intereren en los enlaes de hi-
drógeno entre moléulas del disolvente. Presentan una gran tendenia a agruparse
entre sí estabilizando la estrutura proteia a través de interaiones hidrófobas.
La fuerza de estas interaiones no se debe a ninguna atraión intrínsea entre las
partes apolares. Proviene más bien de la obtenión de la máxima estabilidad ter-
modinámia del sistema al minimizar el número de moléulas de agua ordenadas
neesarias para rodear fragmentos hidrófobos de la proteína
13
. Perteneen a este
grupo aminoáidos omo la alanina (Ala), valina (Val), leuina (Leu), e isoleuina
(Ile), todos ellos alifátios. También partiipan en las interaiones hidrófobas las
adenas laterales de aminoáidos omo la fenilalanina (Phe), la tirosina (Tyr) y el
triptófano (Trp), todos aromátios, aunque estos dos últimos presentan un ará-
ter ligeramente polar debido al grupo -OH y al anillo indólio, respetivamente.
De este grupo también forman parte la metionina (Met) y la prolina (Pro). La
adena lateral en la gliina (Gly) se redue a un únio átomo de hidrógeno. Es-
te aminoáido también suele inluirse dentro de este primer grupo pese a no ser
estritamente el paradigma de los residuos apolares.
2. Grupos R polares. No presentan arga neta pero sí un aráter hidrólo debido
a la presenia de grupos -OH, -SH y -COONH2. Entre ellos existe la posibilidad
de formar enlaes de hidrógeno on otros residuos o on las propias moléulas de
disolvente. Dos de ellos son aloholes (serina (Ser) y treonina (Thr)), uno es un
tiol (isteína (Cys)) y otros dos presentan un grupo amida en su adena lateral
(asparagina (Asn) y glutamina (Gln)).
3. GruposR argados positivamente a pH neutro. En este grupo se enuentra la lisina
(Lys), que tiene un segundo grupo amino en su adena alifátia; la arginina (Arg),
que presenta un grupo guanidinio argado positivamente, y la histidina (His), que
ontiene un grupo imidazol, responsable de su aráter básio.
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4. Grupos R on arga negativa a pH neutro. Son el áido aspártio (Asp) y áido
glutámio (Glu).
Para dar lugar a las proteínas, los aminoáidos sufren reaiones de ondensaión,
uniéndose entre sí a través de un enlae peptídio. En esta reaión el grupo arboxílio












El enlae peptídio presenta un aráter parial de doble enlae, omo ualquier amida.
La onseuenia más importante de este efeto es onformaional: la rotaión alrededor
del enlae peptídio está impedida, de tal manera que los grupos unidos a él permaneen
en el mismo plano (Figura 1.3). Al igual que ourre en ualquier moléula que presente
un doble enlae, podemos hablar de isomería is/trans en el enlae peptídio. La forma
trans es la más estable por ser la que presenta menor problema estério. Por este motivo,
la inmensa mayoría de los enlaes peptídios en proteínas son trans. Cuando uno de los
dos aminoáidos impliados en el enlae es prolina (Pro), la diferenia entre isómeros no
es tan elevada
15
(< 20 kal/mol), de modo que existe ierta probabilidad16 (en torno a
un 7%) de enontrar enlaes X-Pro en is en proteínas naturales (Figura 1.4).
El enlae peptídio es, por tanto, uno de los fatores limitantes de la exibilidad





i (marados en la Figura 1.3 omo ψi y φi) sólo pueden adoptar una serie
de valores permitidos. Cualquier otro ángulo supondría una fuerte desestabilizaión
debido al onito estério provoado por la proximidad de las adenas laterales y el
átomo de oxígeno del grupo arbonilo de aminoáidos onseutivos.
Además de las restriiones onformaionales impuestas por el enlae -CONH-
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Figura 1.3: Geometría del enlae peptídio: uando dos aminoáidos i e
i+ 1 ondensan, los átomos Cα, C y O del residuo i y los átomos Cα, N
y H del i+1 omparten plano. En la imagen (adaptada de14) también se
representan dos ángulos (ψi, φi) que miden el giro en torno a los enlaes
C−Cαi y N−C
α
i respetivamente. La adena lateral del aminoáido i se
representa en olor rojo.
, las proteínas ven limitada aún más su libertad onformaional por el volumen de
las adenas laterales. No todas estas adenas son del mismo tamaño ni son igual de
exibles. La exibilidad de una adena lateral está relaionada on su longitud, sus
ramiaiones y el número de enlaes senillos en torno a los uales se puedan efetuar
rotaiones (Figura 1.5). Por otra parte, las adenas laterales no se disponen al azar,
sino que lo haen maximizando su empaquetamiento en las regiones hidrófobas de la
proteína, minimizando siempre el onito estério provoado por su tamaño, así omo
otro tipo de repulsiones intensas (de naturaleza eletrostátia, por ejemplo). Existen una
serie de orientaiones preferentes en el espaio en las uales es más freuente enontrar
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Figura 1.4: Isomería is/trans (Z/E) en un enlae peptídio anterior a
una prolina. La forma trans de este aminoáido (izquierda) sigue siendo
la más freuente en proteínas naturales.
situada la adena lateral de ada tipo de aminoáido en una proteína plegada. Estas
orientaiones onretas se onoen omo isómeros rotaionales o rotámeros, y de su
análisis nos ouparemos on detalle en el siguiente apítulo de esta memoria.
En resumen, podemos deir que una proteína es una maromoléula lineal de origen
biológio formada por hasta 20 tipos de monómeros distintos, que se mantienen enlaza-
dos mediante enlaes peptídios. Estos monómeros, llamados aminoáidos, se diferenian
unos de otros en su adena lateral (R), que determina sus propiedades. Las onforma-
iones aesibles a ualquier adena proteia vienen ditadas tanto por la restriión
impuesta por el enlae peptídio omo por las adenas laterales de los aminoáidos que
omponen la proteína. Por lo tanto, la estrutura que nalmente adopta una proteína
en disoluión está ondiionada por estas restriiones. Pese a todo, y por pequeña que
sea la maromoléula, el número de onformaiones posibles resulta extremadamente
elevado. Lo realmente sorprendente onsiderando esto es que, en disoluión, la estrutu-
ra tridimensional que adopta la mayoría de las proteínas sea esenialmente únia, omo
veremos a ontinuaión.
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Figura 1.5: Ángulos de torsión de las adenas laterales. No todos los
grupos R son igual de exibles. En la Figura se muestran, a modo de
ejemplo, los aminoáidos alanina, fenilalanina y lisina.
1.2. Niveles de omplejidad estrutural en proteínas
La diferenia entre las proteínas y la mayoría de los heteropolímeros es que, mien-
tras que los segundos, al polimerizarse, dan lugar a muestras polidispersas on una
distribuión de longitudes de adena y seuenia de monómeros aleatoria, las proteínas
son, omo hemos visto, polímeros no ramiados on una masa moleular únia y una
seuenia de aminoáidos determinada en ada organismo. Además, muhas de ellas son
apaes de adquirir una estrutura tridimensional onreta en disoluión. De esta es-
trutura depende la funión de la proteína en un organismo y es lo que onoemos omo
estado nativo de la proteína
3
. Como ya menionamos, estrutura y funión suelen
estar estrehamente relaionadas. La informaión neesaria para que la proteína se or-
ganie en el espaio adquiriendo su onformaión tridimensional denitiva se enuentra
odiada en la seuenia de aminoáidos y en las ondiiones del medio.
La seuenia de aminoáidos unidos ovalentemente onstituye la estrutura pri-
maria de la proteína. Como hemos diho, el enlae peptídio impone unos requerimien-
tos onformaionales relativamente estritos a los aminoáidos enlazados que están obli-
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gados, además, a situar algunos de sus átomos ompartiendo plano debido al aráter
doble del enlae -CONH- (ver Figura 1.3). Los diferentes valores permitidos para los
ángulos de torsión φi y ψi orresponden, uando se repiten en 2 o más aminoáidos
onseutivos a lo largo de la seuenia, a motivos estruturales determinados. Según
esto, los aminoáidos tienden a ordenarse on freuenia de manera loal dando lugar a
las onoidas ordenaiones estruturales en forma de hélie α o de adenas extendidas
(hebras β). A estos motivos estruturales de orden loal se les onoe omo elementos
de estrutura seundaria. En algunos asos, los ángulos de torsión toman valores que
no orresponden ni a hélies α ni a hebras β. Esto suede en regiones proteias on un
alto ontenido en aminoáidos de gliina u otros aminoáidos pequeños, on adenas
laterales poo voluminosas que no añaden una exesiva restriión onformaional al
enlae. Estas zonas desestruturadas se denominan genériamente lazos y presentan
una elevada exibilidad. Otra posibilidad, más rígida, es la formaión de giros o bules
donde tampoo existe repetiión de valores en los ángulos φi y ψi. Estas araterísti-
as de lazos y bules permiten a la adena polipeptídia ambiar de direión múltiples
vees ompatando la proteína, haiendo que los elementos de estrutura seundaria in-
teraionen entre sí. La disposiión en el espaio de estos elementos, que da lugar a una
estrutura tridimensional ompata, es lo que se onoe omo estrutura teriaria.
Muhas proteínas funionales están ompuestas por más de una adena de ami-
noáidos. Éstas tienen una estrutura teriaria onreta y se mantienen omo entida-
des ovalentes independientes, pero interaionan entre sí formando un oligómero. Esta
organizaión de subunidades en un únio omplejo funional es lo que onstituye la
estrutura uaternaria de la proteína. A modo de resumen, en la Figura 1.6 están
esquematizados ada uno de los niveles estruturales desritos en esta seión.
Que una proteína desempeñe su funión sin problemas depende de que la proteína
haya adquirido orretamente su estrutura nativa. Como hemos diho en la seión
anterior, las instruiones para que esto ourra se enuentran odiadas en la seuenia
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Figura 1.6: Esquema de los distintos niveles de organizaión estrutu-
ral en proteínas. Las imágenes de las estruturas proteias, que ilustran





de aminoáidos. Al proeso mediante el ual una adena de aminoáidos adquiere la
estrutura del estado nativo se le onoe omo plegamiento. De él nos oupamos a
ontinuaión.
1.3. El problema del plegamiento en proteínas
La mayor parte de las proteínas son estruturas ompatas. En disoluión, una
proteína soluble expone sus grupos hidrólos al exterior y oulta los hidrófobos empa-
quetándolos en su interior, protegidos del disolvente auoso. Este proeso, que se observa
también in vitro, es reversible y ourre siempre que se den las ondiiones adeuadas,
tal y omo demostró Christian B. Annsen on sus experimentos de desnaturalizaión
de la ribonuleasa
1820
iniiados a prinipios de los años 60. Estos resultados le llevaron
a enuniar la llamada hipótesis termodinámia
21
, según la ual la estrutura tridi-
mensional nativa de una proteína es aquella que minimiza la energía de todo el sistema.
Bajo esta hipótesis, la adena polipeptídia debe plegarse de modo que se establezan
las interaiones adeuadas que van a ser responsables de la estabilidad de la estrutura
nativa. Sin embargo, mientras que la estrutura primaria dita la estrutura plegada, la
uestión de ómo se llega a adquirir diha estrutura a partir de la seuenia de aminoá-
idos sigue sin estar resuelta y es lo que se onoe omo problema del plegamiento.
Sea omo fuere, si bien es la evoluión la enargada de seleionar y modiar las distin-
tas seuenias de aminoáidos, las araterístias tanto inétias omo termodinámias
del proeso de plegamiento asoiado a una seuenia de aminoáidos onreta están de-
terminadas exlusivamente por las distintas fuerzas intermoleulares que se estableen
a lo largo de diho proeso
22
.
Dado el elevado número de grados de libertad de una adena polipeptídia y la
rapidez on la que ourre el proeso de plegamiento (del orden de milisegundos), la
soluión de ensayar todas las onformaiones plegadas posibles para una seuenia de
aminoáidos onreta no es fatible. Levinthal fue el primero en formular este heho a
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través de su famosa paradoja, según la ual una proteína pequeña de unos 100 aminoá-
idos tardaría en plegarse millones de años
23
. Una vez desartada la hipótesis aleatoria
para expliar el proeso de plegamiento se propuso la existenia de una o varias rutas
de plegamiento. Según esto, ada uno de los aminos no sería más que una seuenia de
pasos perfetamente denidos a través de los uales una adena polipeptídia exible
alanzaría su onformaión estable en disoluión. Estos aminos de plegamiento onsti-
tuyen la denominada visión lásia del plegamiento
24
. El prinipal problema de esta
aproximaión es onsiderar el proeso de plegamiento de igual modo que una reaión
químia onvenional en la ual moléulas de reativo ambian su estrutura interna
espontáneamente tras salvar una ierta energía de ativaión, transformándose en un
produto de la reaión
25
. El proeso de plegamiento no implia la transformaión de
una estrutura en otra más estable: implia el paso de un oletivo altamente degene-
rado desde un punto de vista estrutural (estado desnaturalizado, D) a otro donde la
degeneraión se redue prátiamente a la unidad (estado nativo,N), permitiendo al sis-
tema ganar estabilidad en su onjunto. Los aminos únios de plegamiento no justian
onvenientemente esta araterístia del proeso
22
.
La irrupión de herramientas omputaionales y el desarrollo de modelos teórios
simpliados para estudiar el proeso de plegamiento
2632
, junto a los datos inétios
disponibles
33
, permitieron desarrollar un modelo teório general del plegamiento que no
implia la existenia de aminos o rutas denidas. Según esta nueva visión, no exis-
te un únio amino de plegamiento, sino varios
34,35
, que dependen de las ondiiones
del sistema. En base a esta perspetiva, el proeso de plegamiento de una proteína se
desribe en funión de su paisaje energétio
36
o superie de energía libre, lo que hae
impresindible onoer diha superie de ara a araterizar globalmente la transiión
de plegamiento para ada proteína onreta. De auerdo a este modelo, la superie de
energía de las proteínas tiene forma de embudo y es únia para ada seuenia espeía
de aminoáidos
37
. Cada punto sobre la superie es representativo de una onforma-
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ión de la adena polipeptídia suseptible de apareer a lo largo de la transiión de
plegamiento, mientras ada moléula individual difunde a lo largo del embudo. Para
espeiar las araterístias de ada onformaión nos valemos de dos oordenadas in-
dependientes: la energía que, de auerdo a la hipótesis termodinámia, tiene su mínimo
para la onformaión nativa, N y la entropía onformaional, relaionada on la anhu-
ra de la superie, que es máxima para aquellas onformaiones de mayor energía del
sistema. El onjunto de onformaiones de elevada entropía y menor energía en valor
absoluto onstituyen el denominado estado desnaturalizado (D).
En el Panel (a) de la Figura 1.7 se muestra una representaión de un embudo
de plegamiento liso. De auerdo on esta superie, diferentes onformaiones desple-
gadas, araterístias del estado desnaturalizado (D), onvergen en su amino haia la
onformaión nativa (N). La forma del embudo, según esta teoría, es responsable de la
robustez del plegamiento
36
, de modo que la adquisiión de la estrutura nativa resulta
inevitable para una seuenia de aminoáidos dada, sea ual sea la onformaión a partir
de la ual se iniie el proeso de plegamiento. A lo largo de la transiión se estableen,
progresivamente pero de forma ooperativa
38
, de auerdo on el prinipio de frustraión
mínima
39
, aquellas interaiones favorables que permiten a la adena peptídia alan-
zar el estado nativo. Estas interaiones diretoras del plegamiento son, a su vez, las
que estabilizan la onformaión nativa en disoluión. Dada la elevada omplejidad de
las proteínas, esta representaión resulta extremadamente simpliada. Un modelo más
aertado del embudo de plegamiento es el que se muestra en el Panel (b) de esta misma
Figura. Como en el aso anterior, la forma del embudo se estreha en las proximidades
del estado nativo. Sin embargo, la superie ahora presenta ierta rugosidad. Además
del mínimo global (N), existen muhos mínimos loales en los que la proteína puede
quedarse atrapada durante el proeso de plegamiento de manera transitoria
40
. Estas
trampas de plegamiento, que pueden dar lugar a intermedios tanto inétios omo
termodinámios, están relaionadas on el estableimiento de otras interaiones
36
, dis-
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Figura 1.7: (a) Embudo de plegamiento liso. (b) Embudo de plegamiento
rugoso. En ambos, el eje vertial orresponde a la energía interna del
sistema (E); la anhura, a la entropía onformaional. N es el estado
nativo y D es el estado desnaturalizado (Figuras adaptadas de
35
).
tintas a las que, nalmente, estabilizan la onformaión nativa. Estas interaiones son
dependientes de restriiones topológias o de la propia seuenia de la proteína y no
tienen por qué mantenerse después en el estado N. Las reperusiones de este tipo de
interaiones no nativas en el proeso de plegamiento son omplejas y han sido objeto
de numerosos estudios durante los últimos años
4146
. Aunque existe gran ontroversia al
respeto, las reperusiones tanto inétias omo energétias sobre el proeso de plega-
miento de estas interaiones nos obligan a onsiderarlas de ara a desribir la transiión
de plegamiento de manera realista.
Podemos deir entones que, basados en las teorías más reientes, la superie de
energía del plegamiento de proteínas tiene forma de embudo. Según esto, el proeso está
dirigido a la formaión del estado nativo mayoritariamente por las propias interaiones
que estabilizan diho estado y que orresponde al mínimo de energía del sistema. El tipo
de transiión y la inétia del proeso están ondiionadas por el embudo de plegamiento.
Su forma y su rugosidad están ditadas por las interaiones nativas y no nativas que se
estableen a lo largo del proeso. Pero, ¾uál es la naturaleza de dihas interaiones?
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¾Existe realmente una fuerza ondutora del plegamiento? ¾Qué tipo de transiiones
experimentan las proteínas? Disutamos estas uestiones on detalle en los siguientes
apartados.
1.3.1. Prinipales ontribuiones energétias al plegamiento
Según hemos menionado anteriormente, uando una proteína se pliega hae algo
más que ganar estabilidad a osta de disminuir su energía interna. Para que el proeso
tenga lugar, la omponente entálpia resultante de las interaiones que estabilizan la
onformaión nativa de la proteína debe oponerse y superar al efeto de la entropía
onformaional. Este efeto entrópio se debe a la existenia en el estado desnaturalizado
(D) de un elevado número de onformaiones posibles frente a, por lo general, una únia
estrutura ompata en el estado nativo (N).
Las interaiones responsables de la estabilidad de la estrutura nativa en medio
auoso son variadas. Así, una proteína puede estableer enlaes de hidrógeno entre ami-
noáidos o on las moléulas de disolvente, interaiones de tipo eletrostátio entre
grupos argados, interaiones de tipo van der Waals e interaiones hidrófobas a lo
largo de la seuenia peptídia
47
que provoan una aproximaión entre las adenas late-
rales de los aminoáidos minimizando el ontato de estas adenas on las moléulas de
agua del entorno. El equilibrio entre dihas interaiones es extremadamente deliado,
omo demuestra la diferenia de estabilidad entre los estados nativo y desplegado de
una misma proteína
22,48
que, en promedio, se estima en unas 20-40 kJ/mol.
De todas estas interaiones, la que ontribuye de forma deisiva al plegamiento
de proteínas es el efeto hidrófobo
22
. Tal es así que la estrutura seundaria de una
proteína (uyos elementos de estrutura regular están estabilizados prinipalmente por
enlaes de hidrógeno) sería una onseuenia y no una ausa de la estrutura teria-
ria de la proteína, es deir, del empaquetamiento hidrófobo de las distintas regiones
proteias
47,49
que tiene lugar en medio auoso. Otra evidenia experimental del papel
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fundamental que juega este tipo de interaión en el plegamiento de proteínas, además
de que el ambio de polaridad del disolvente indue su desnaturalizaión, es el heho
de poder diseñar nuevas seuenias mediante experimentos de mutaión en los que se
mantiene úniamente el patrón de hidrofobiidad de la proteína, sin que esto afete, en
muhas oasiones, a su estrutura nativa original
50
.
Según esto, podemos onluir que el ódigo de plegamiento, es deir, las instru-
iones de montaje de la onformaión nativa de una proteína en disoluión, es funda-
mentalmente de naturaleza hidrófoba y está odiado en su seuenia de aminoáidos.
Conretamente en las adenas laterales, que es lo que diferenia unos aminoáidos de
otros.
1.3.2. Transiiones termodinámias de plegamiento
Utilizando la teoría de vidrios de espín (spin glasses), Bryngelson y olaboradores
demostraron que inluir el prinipio denominado de frustraión mínima permite desribir
el proeso de plegamiento omo el análogo a una transiión termodinámia de primer
orden
39
. Según esto, el paso del estado desnaturalizado al nativo tiene lugar mediante
un proeso de dos estados, que resulta en un equilibrio del tipo todo o nada. En este
tipo de transiión, a la temperatura de equilibrio, el perl de energía libre presenta
dos mínimos: uno de menor energía (en valor absoluto), favoreido entrópiamente, que
orresponde al estado desnaturalizado (D). El segundo, favoreido entálpiamente por el
prinipio de frustraión mínima, orresponde a las onformaiones plegadas en equilibrio
a diha temperatura (N) (ver Panel (a) de la Figura 1.8). Está demostrado que este
tipo de transiión sin intermedios es habitual en proteínas pequeñas (<100 residuos)51.
Proteínas más grandes pueden seguir un proeso de tres o más estados donde alguna
espeie intermedia presenta una poblaión signiativa
52
(ver Panel (b) de la misma
Figura). Otras proteínas, denominadas fast folders o proteínas de plegamiento ultra-
rápido, presentan un plegamiento sin barrera
53,54
. Este tipo de plegamiento da lugar a
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Figura 1.8: (a) Perl de energía libre (A(E)) y densidad de estados
(h(E)) para una transiión de dos estados a la temperatura de transiión.
Los estados nativo, N, y desnaturalizado, D, se indian sobre la Figura.
(b) Representaión para una transiión de plegamiento que transurre
a través de un intermedio termodinámio, I. () Representaión de una
transiión sin barrera.
un perl de energía libre on un únio mínimo que se desplaza a lo largo de la oordenada
de plegamiento a medida que ambia la temperatura (Panel () de la Figura 1.8). En
estos asos no se establee un equilibrio entre estados distintos en funión de T , sino que
en el proeso está impliado un únio maroestado que ambia sus propiedades internas
de forma progresiva a lo largo de la transiión.
Normalmente, se determina el tipo de transiión mediante experimentos de a-
lorimetría
55
. A partir de las urvas obtenidas de este tipo de experimentos se puede
alular la entalpía de plegamiento integrando diha urva en funión de la temperatu-
ra
55
. Cuando la entalpía alulada es igual o pareida a la entalpía de van't Ho, que
resulta de ajustar la urva a un modelo de dos estados, se onsidera la transiión de ese
tipo
56
. En aso ontrario se ajusta a un modelo de tres o más estados. Sin embargo, este
riterio no es válido para determinar plegamientos de tipo downhill (plegamientos sin
barrera)
53,57,58
. Por tanto, debe apliarse on uidado al analizar proteínas pequeñas ya
El problema del plegamiento en proteínas 19




Debido a que las proteínas son, en su mayoría, sistemas on una baja frustra-
ión energétia, el plegamiento transurre habitualmente omo un proeso de dos o más
estados y la adquisiión del estado nativo resulta inevitable en las ondiiones adeua-
das
22,36,43
. Graias a estudios reientes, también onoemos la existenia de proteínas
que se pliegan de auerdo a un proeso de un solo estado. Sea omo fuere, el tipo de tran-
siión de plegamiento está determinada diretamente por la superie de energía libre
de la proteína y esta, a su vez, por la seuenia de aminoáidos. Analizaremos a onti-
nuaión uáles son los fatores fundamentales que ondiionan la forma y la rugosidad
de diha superie.
1.3.3. Topología, seuenia y embudo de plegamiento
El desubrimiento de una buena orrelaión entre la veloidad a la que algunas
proteínas se pliegan y la omplejidad de la estrutura teriaria en su estado nativo
6062
llevó a pensar que la topología de la proteína y no su seuenia ovalente de aminoáidos
es la que determina ómo se pliega
63
.
La omplejidad de la estrutura teriaria de una proteína puede medirse on el
orden de ontato. Este parámetro no es más que un promedio de la separaión que
existe a lo largo de la seuenia entre dos aminoáidos i, j, que están formando un
ontato teriario en el estado nativo, dividido por el número de aminoáidos de la
adena
63
. Un orden de ontato elevado es araterístio de proteínas omplejas on
inétias de plegamiento lentas
61
. Dado que la superie de energía está relaionada
diretamente on la veloidad del proeso y que paree existir una buena orrelaión
entre la onstante inétia del plegamiento y la estrutura de la proteína, suponer que la
forma del embudo de plegamiento está determinado por la topología del estado nativo




Si esta hipótesis fuese ierta, la omprensión del proeso de plegamiento y la po-
sibilidad de haer prediiones aera de las posibles rutas y de los intermedios a través
de los uales una proteína alanza su estado nativo sería extraordinariamente simple.
Además, si el proeso de plegamiento dependiera exlusivamente de la topología del es-
tado nativo, proteínas on idéntia estrutura teriaria se plegarían siguiendo una ruta
similar, por muy diferentes que fuesen sus seuenias de aminoáidos
6567
. Experimen-
talmente existen evidenias de que no siempre ourre así
6870
. Según esto, la topología
del estado nativo determina el tipo de transiión úniamente en sistemas en los que el
efeto de las interaiones no nativas que pueden estableerse a lo largo del proeso de
plegamiento es despreiable frente al de las interaiones nativas
71
. De lo ontrario, no
podemos basar el estudio del plegamiento úniamente en las propiedades estruturales
derivadas del estado nativo.
Desde el prinipio de este apítulo, hemos heho hinapié en que la seuenia de
aminoáidos determina el plegamiento de una proteína. Pero es que, además, la seuen-
ia es la prinipal fuente de frustraión energétia en el proeso de plegamiento
72
. Como
también sabemos ya, las interaiones hidrófobas que se estableen entre los distintos
residuos a lo largo de la proteína tienen un papel destaado en este proeso. Estas inter-
aiones son responsables tanto del olapso inespeío de distintas regiones proteias,
motivado por la tendenia que los aminoáidos on adenas laterales hidrófobas tienen
a empaquetarse en medio auoso, omo de las interaiones espeías que apareen
debido a la anidad existente entre un par onreto de residuos.
De una manera u otra, las interaiones de seuenia debidas a la naturaleza de los
distintos aminoáidos que omponen la proteína deben onsiderarse de ara a estudiar
globalmente la transiión de plegamiento de forma realista.
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1.4. Aproximaiones al estudio del plegamiento
Para abordar el estudio del plegamiento de proteínas globulares es neesario reu-
rrir tanto a los insustituibles experimentos omo a las aproximaiones teórias. Dentro
del ámbito experimental podemos lasiar las estrategias utilizadas habitualmente en
dos grupos: por un lado nos enontramos on una batería de ténias biofísias que per-
miten monitorizar la variaión de una propiedad del sistema a medida que la proteína
se pliega o se despliega. Las ténias de stopped ow o ujo detenido, ombinadas on
espetrosopía de infrarrojo, uoresenia o diroísmo irular para evaluar la inétia
del plegamiento, o la alorimetría diferenial de barrido, para obtener informaión ter-
modinámia, forman parte de este primer grupo
73
. En un segundo grupo se enuentran
agrupadas las ténias que permiten la síntesis de novo de seuenias proteias y que
onstituyen la ingeniería de proteínas
11,73
. Mediante la introduión de mutaiones en
la estrutura primaria es posible analizar las onseuenias inétias y termodinámias
de las variaiones en la seuenia de aminoáidos.
Por otra parte, en los últimos años se ha desarrollado una vía teório-omputaional
que podemos dividir, a su vez, en dos grupos, dependiendo del problema que intente-
mos resolver. Cuando lo que interesa es abordar el problema del plegamiento desde un
punto de vista preditivo, es deir, uando se trata de predeir la estrutura tridimen-
sional de una proteína a partir de su seuenia de aminoáidos, se puede reurrir bien
a la modelizaión de proteínas para las que existen homólogos de seuenia onoidos,
o bien a generar modelos para proteínas para las que no se onoe ninguna estrutura
tridimensional que pueda utilizarse omo molde
74
. Debido a la diultad para omparar
resultados entre los distintos métodos de prediión utilizados, atualmente se disponen
de una serie de sistemas de evaluaión de resultados que permiten, además, haer públi-
os y ompartir los últimos avanes en el ampo de la prediión de estruturas. Entre
ellos se enuentran los experimentos CASP (Critial Assesment of Tehniques for Pro-
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tein Struture Predition), CAFASP (Critial Assesment of Fully Automated Struture
Predition) o los sistemas de evaluaión ontinua que permiten evaluar las estruturas en
menos tiempo
75
. Pese a los ontinuos avanes en este ampo, la soluión a este problema
no está próxima aún
76
.
Otra posibilidad diferente es estudiar el plegamiento omo proeso dinámio, in-
tentando omprender el propio proeso en sí mismo. Lo importante ahora no es solo
alanzar una estrutura nal más o menos pareida a la estrutura real, sino poder
analizar las onformaiones intermedias que apareen a lo largo del amino de plega-
miento que sigue ada moléula individual a lo largo del embudo que hemos desrito en
seiones anteriores. Para estudiar este proeso existen distintas aproximaiones, si bien
todas ellas se fundamentan en dos pilares omunes: un modelo que sirva para desribir la
proteína y sus interaiones y un algoritmo de muestreo onformaional eaz
77
. Dentro
de estas aproximaiones, los estudios más detallados son aquellos en los que se inten-
ta realizar una simulaión atomístia del proeso de plegamiento utilizando modelos
de interaión omplejos basados en prinipios físios. En estos asos se pueden obte-
ner resultados uantitativos on gran resoluión. El problema de este tipo de métodos
es que, para sistemas on un gran número de átomos omo en el aso de las proteí-
nas en disoluión, úniamente es posible simular esalas de tiempo del orden de nano
a mirosegundos. Por tanto, los proesos que podemos estudiar on un oste ompu-
taional razonable ubren tiempos muy breves en los que, en muhos asos, los únios
movimientos que vamos a observar orresponden a ambios en la estrutura proteia
demasiado loales
78
. La alternativa a este tipo de modelos la enontramos en aquellos
en los que se simplia tanto la representaión de la proteína omo sus interaiones.
Estos modelos reduidos
79
permiten estudiar de forma global problemas tan omplejos
omo la transiión de plegamiento en proteínas en un tiempo de álulo razonable, sa-
ando onlusiones omparables, al menos a nivel ualitativo, on las obtenidas de los
datos experimentales. Para ello, deben desarrollarse junto on un algoritmo de muestreo
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eaz del espaio de onformaiones aesible a la adena polipeptídia, desde el estado
desnaturalizado hasta las onformaiones orretamente plegadas
80
.
En esta Tesis, hemos esogido este tipo de modelos minimalistas para simular el
proeso de plegamiento (dejando de lado la parte preditiva del problema) a través del
muestreo estadístio de la superie de energía de una serie de proteínas en las que,
omo veremos a lo largo de esta memoria, es interesante analizar el papel que tienen en
diho proeso tanto las interaiones denidas a partir de la topología del estado nativo
omo el de las interaiones debidas a la seuenia onreta de aminoáidos.
1.5. Poteniales basados en la topología del estado nativo
Según el prinipio de frustraión mínima, la forma de la superie de energía libre
está determinada por la topología del estado nativo. Entones, las únias interaiones
que ontribuyen de forma favorable a la adquisión de la estrutura tridimensional en
disoluión de una adena polipeptídia son las que estabilizan diha estrutura.
Desde su desarrollo en los años 70, los poteniales basados en la topología de la
onformaión nativa, o poteniales de tipo G	o, han sido utilizados, ombinados on
diferentes ténias, para estudiar el proeso de plegamiento bajo el paradigma de que
la ausenia de frustraión energétia dirige el plegamiento
81
. La idea fundamental de
esta lase de poteniales onsiste en que las únias interaiones estabilizantes en la
funión de energía del modelo son las fuerzas de atraión entre residuos próximos en
el espaio en el estado nativo. Estos aminoáidos veinos, sean de la naturaleza que
sean, interaionarán favorablemente en ualquier onformaión generada en el proeso
de plegamiento sólo si se enuentran era y también están en ontato en la estrutura
nativa. Estas interaiones, por tanto, son las responsables tanto de las araterístias
termodinámias omo de los aspetos inétios del proeso global de plegamiento en
estos modelos. Para poder determinar uáles son las interaiones que estabilizan la
estrutura es neesario estableer un riterio para deidir qué pares de aminoáidos
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están en ontato en el estado nativo y uáles no
82
. Además, es neesario optimizar
la anhura efetiva del potenial, que tiene un efeto direto sobre la entropía de los
estados termodinámios impliados en la transiión
82
.
En esta Tesis, hemos utilizado el potenial de G	o optimizado por Prieto y o-
laboradores
82,83
, on el que se ha podido estudiar satisfatoriamente la transiión de
plegamiento en distintas proteínas
84,85
. La forma funional del potenial así omo el
riterio para determinar los ontatos en el estado nativo serán desritos on detalle en
el Capítulo 2 de esta memoria.
1.6. Poteniales basados en la seuenia de aminoáidos
Como ya menionamos en la Seión 1.3.3, existen proteínas uya transiión de
plegamiento no puede expliarse satisfatoriamente on un potenial basado exlusiva-
mente en la topología del estado nativo. En estos asos, las partiularidades enontradas
en la transiión están relaionadas on la apariión, a lo largo del proeso de plegamien-
to, de interaiones que no están presentes en el estado nativo. Estas interaiones no
nativas introduen ierta frustaión en el sistema. A pesar de ello, inluidas en la funión
de potenial permiten desribir el proeso de plegamiento de una forma más realista
43,44
,
ya que algunas proteínas no son sistemas donde la frustraión sea depreiable debido
a su omplejidad. A lo largo de este proeso, la proteína sufre una serie de tránsitos
onformaionales. En ada nueva onformaión generada se estableen multitud de in-
teraiones entre los distintos aminoáidos que omponen la proteína. Muhas de estas
interaiones, de naturaleza hidrófoba, surgen del olapso inespeío entre residuos lo-
alizados en distintas regiones de la proteína. Una de las araterístias de un buen
potenial basado en seuenia es que, además de permitir el olapso, sea apaz de re-
presentar adeuadamente las tendenias espeías entre pares de aminoáidos según el
tipo al que orrespondan. Resulta muy útil, por tanto, disponer de un potenial senillo
que permita desribir la interaión neta entre pares de aminoáidos de forma orreta.
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En la mayoría de los asos, los poteniales de interaión hidrófobos que se han
desarrollado son poteniales estadístios de ampo medio. Para el diseño de este tipo de
poteniales se parte de la informaión estrutural de proteínas obtenida experimental-
mente y almaenada en el Protein Data Bank (PDB)
86
. La informaión extraída de un
onjunto de estruturas seleionadas del PDB, que no es más que informaión estadís-
tia sobre la freuenia on la que un par de residuos, de naturaleza n,m, se enuentran
a una distania dentro de un intervalo (r − ∆r, r + ∆r), se transforma en valores de
energía de interaión según la ley de Boltzmann. La euaión general utilizada en estos
asos es del tipo




donde R es la onstante de los gases y T es la temperatura87. En esta euaión, Nnm
es el número de vees que el par de aminoáidos de naturaleza n,m, apareen a una
distania r dentro de un intervalo onreto, ontabilizado en el onjunto de proteínas
seleionado. En el denominador, N ref es el número total de pares que se enuentran
en el mismo intervalo en el estado de referenia. Las prinipales diferenias entre los
distintos poteniales estadístios se enuentran en fatores omo la deniión del estado
de referenia, el número de entros de interaión efetivos y su loalizaión sobre ada
residuo o la dependenia on la distania denida entre estos entros
88
. Una desripión
detallada de este tipo de poteniales, así omo la omparaión exhaustiva entre algunos
de los más utilizados
8991
, fue llevada a abo hae unos años por de Sanho y olabora-
dores
92
. Tal y omo se reoge en los resultados generales de diho trabajo, el potenial
obtenido por el grupo de Zhou
93,94
, a partir del análisis estadístio de un número on-
siderable de estruturas proteias resueltas mediante ténias de difraión de rayos X,
es el que permite reproduir mejor las tendenias espeías de empaquetamiento de los
distintos aminoáidos, representando las interaiones de manera más eiente que el
resto de poteniales evaluados.
En base a estos resultados, hemos esogido el potenial desarrollado por Zhou,
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adaptado para adenas laterales
95
, de ara a representar las interaiones dependientes
de seuenia, o interaiones no nativas, estableidas a lo largo del proeso de plegamien-
to. Pese a la eaia que demuestra este potenial a la hora de empaquetar orretamente
fragmentos rígidos
88,95
, no sirve para onduir por sí solo, de forma adeuada, una a-
dena polipeptídia haia su estrutura nativa. Como veremos más adelante, uando este
potenial de seuenia atúa omo únia omponente de la funión de energía que on-
diiona el proeso de plegamiento, el resultado es el olapso hidrófobo inespeío de la
adena peptídia.
Este defeto, que es omún a todos los poteniales de ampo medio, se diluye
uando la omponente mayoritaria del potenial diseñado para analizar el plegamiento
garantiza la adquisiión de la estrutura nativa. Es deir, la ombinaión adeuada de un
potenial de tipo G	o, que pliega irremediablemente la proteína, on el potenial de Zhou,
que inorpora al potenial de plegamiento la informaión odiada en la seuenia de
aminoáidos, puede proporionar una visión ompleta de la transiión de plegamiento
más erana a la real. En esta Tesis evaluaremos el omportamiento de un potenial de
este tipo, donde tanto las interaiones nativas omo las no nativas están onsideradas
e intervienen en el proeso de plegamiento de una serie de proteínas globulares.
1.7. Objetivos y organizaión de esta Tesis
En este trabajo se pretende estudiar en qué medida las interaiones entre aminoá-
idos, dependientes de la seuenia (las llamadas interaiones no nativas), modian
la deniión de la superie de energía a lo largo de la ual disurre la oordenada de
reaión del plegamiento. Teniendo en uenta que diha superie, debido a la omple-
jidad intrínsea de las proteínas, puede presentar multitud de mínimos loales y otras
trampas de plegamiento, es interesante analizar hasta qué punto la rugosidad del em-
budo de energía, de la que son responsables las interaiones no nativas estableidas
entre los distintos aminoáidos a lo largo de la seuenia, ondiiona las araterístias
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termodinámias de la transiión. Para ello hemos utilizado elmétodo y el modelo de
simulaión expliados en el Capítulo 2 de esta memoria.
Trabajos anteriores han onrmado la utilidad de los poteniales de tipo G	o,
basados en la topología del estado nativo, para expliar propiedades del plegamiento
83
.
Para apliar este tipo de poteniales se debe onoer la estrutura del estado nativo,
que onstituye el punto de partida para analizar la transiión de plegamiento de forma
global. Estos poteniales onduen irremediablemente a la onformaión nativa, ya que
sólo las interaiones existentes en diha estrutura están favoreidas a lo largo de la
transiión onformaional. Sin embargo, no sirven en proesos donde las interaiones no
nativas juegan un papel relevante, omo puede ser el plegamiento a través de intermedios
on estrutura muy diferente a la nativa o a través de estados de transiión distintos en-
ontrados en proteínas on estrutura nativa muy similar pero on distinta seuenia de
aminoáidos. En estos asos, las arenias de este tipo de poteniales se pueden ompen-
sar inluyendo ierto grado de frustraión en la funión de energía del sistema, de ara a
estudiar el proeso de una manera más aertada. Esto es lo que nos hemos planteado en
este trabajo: desarrollar un potenial en el que la omponente energétia que proviene
diretamente de la topología del estado nativo esté ompletada por una omponente de-
pendiente de la seuenia, que es, en denitiva, donde se enuentra odiado el ódigo
de plegamiento
22
. Para ello, hemos esogido el potenial de interaión desarrollado por
el grupo de Zhou
93,94
, que permite desribir, de una forma razonable, la interaión que
existe entre un par de residuos en funión de su naturaleza
88,92
y que depende, además,
de la distania a la que estén situadas las adenas laterales de los residuos que forman
parte del par
95
. En el apítulo siguiente desribiremos las araterístias fundamentales
tanto de los poteniales de tipo G	o omo del potenial de Zhou, dediando una aten-
ión espeial a los ajustes geométrios llevados a abo en el modelo de simulaión que




En esta Tesis, el término rotamer library se ha traduido omo librería de rotámeros en lugar de
bibliotea de rotámeros.
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la posiión de las adenas laterales de los aminoáidos en las distintas onformaiones
generadas a lo largo del muestreo de la superie de plegamiento de nuestro modelo.
El primer paso, entones, onsiste en desarrollar un potenial, omo veremos en
el Capítulo 3, que ombine ambas ontribuiones, nativas y no nativas, topología y
seuenia, en una proporión adeuada. Este potenial híbrido de plegamiento será
evaluado ontrastando los resultados de simulaión obtenidos en este trabajo on datos
experimentales tomados de la bibliografía. En este apítulo, además de enontrar el peso
relativo adeuado entre ambas ontribuiones, evaluaremos el efeto de las interaiones
de seuenia sobre el plegamiento de un par de proteínas ampliamente estudiadas por
presentar aminos de plegamiento distintos pese a tener una estrutura muy similar en
el estado nativo. Veremos hasta qué punto estas diferenias en el plegamiento se pueden
relaionar on las diferenias en sus seuenias de aminoáidos.
Igualmente, el nuevo potenial de plegamiento servirá para estudiar el proeso en
una serie de sistemas proteios seleionados por sus partiularidades topológias en
el estado nativo. Así, en el Capítulo 4 estudiaremos la transiión de plegamiento en
la apo α-latalbúmina, una proteína que presenta una gran restriión onformaional
debido a la existenia de enlaes disulfuro en su estado nativo. Como veremos, estos
enlaes, de naturaleza ovalente, se estableen entre pares de isteínas y añaden una
diultad extra al proeso de plegamiento. La simulaión de este tipo de enlaes no
supone un problema uando se utilizan ampos de fuerza espeíos adaptados a mode-
los atomístios para simular proteínas utilizando ténias de Dinámia Moleular. Sin
embargo, la simulaión del plegamiento por Monte Carlo ombinado on modelos de
resoluión intermedia es algo más omplejo uando existen este tipo de restriiones.
En aquellos asos en los que se utiliza un potenial de tipo G	o es neesario modiarlo
para obtener resultados satisfatorios
96,97
. Veremos en este apítulo uáles son las adap-
taiones básias que hemos implementado en nuestro modelo de ara a utilizarlo para
simular el plegamiento en proteínas de este tipo, evaluando, también aquí, el papel de
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las interaiones no nativas en este proeso.
El último apítulo de esta Tesis está dediado al análisis del plegamiento de la pro-
teína ribosomal S6 y sus permutantes irulares. Los experimentos on permutantes,
o mutantes topológios, en los que no se altera la seuenia de aminoáidos pero sí la
posiión que oupa ada residuo dentro de la seuenia mediante ortes pratiados en
puntos estratégios de la estrutura, son tremendamente útiles de ara a evaluar tanto el
papel de la topología omo el efeto de las interaiones no nativas en el plegamiento
98
.





La apliaión de herramientas omputaionales al análisis de sistemas biológios
es lo que se onoe omo bioinformátia. El desarrollo de ordenadores ada vez más
potentes y la implementaión de algoritmos de álulo más eaes permiten estudiar
in silio el omportamiento y las propiedades de sistemas biológios muy omplejos.
Parte de lo que hoy sabemos sobre proteínas se debe, además de a los resultados ex-
perimentales, a los datos obtenidos fruto de distintas aproximaiones teórias que han
permitido abordar el estudio de estos sistemas inluso on un nivel de resoluión atómia.
El plegamiento de proteínas, omo ya vimos en el Capítulo 1, es uno de los pro-
blemas biológios de mayor trasendenia, pero también uno de los más ompliados
de abordar teóriamente, dado el elevado número de grados de libertad que presentan
estas maromoléulas en disoluión. La simulaión moleular permite reproduir el
proeso de plegamiento en un ordenador, onstruyendo para ello modelos simpliados
que mimetizan las propiedades más relevantes de una adena peptídia a la hora de ple-
garse. Graias a la simulaión, apoyada siempre en resultados experimentales, es posible
entender a nivel mirosópio qué es lo que ourre a lo largo de un proeso tan omplejo
omo el que motiva esta Tesis.
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2.1. Motivaiones del apítulo
A lo largo del proeso de plegamiento, una adena polipeptídia sufre multitud
de ambios onformaiones. Cada una de estas onformaiones, tal y omo disutimos
en la Seión 1.3, orresponde a un punto situado sobre la superie de energía que
ondiiona el plegamiento tanto a nivel inétio omo termodinámio. Esta superie,
o embudo de plegamiento, presenta un mínimo global que se orresponde, de auerdo
a la hipótesis termodinámia
21
, on el estado nativo de la proteína y es al que tiende
irremediablemente, en las ondiiones adeuadas, ualquier seuenia de aminoáidos
seleionada por la Naturaleza para ello. Cuando nos interesa, omo en este trabajo,
estudiar el proeso de plegamiento de forma global, entrando el estudio no sólo en la
adquisiión de una estrutura nal más o menos pareida a la nativa, sino en el análisis
de las onformaiones intermedias generadas a lo largo del proeso, debemos llevar a
abo un muestreo onformaional eaz de diha superie.
Existen básiamente dos tipos de ténias de simulaión diferentes
99
. En los méto-
dos de Dinámia Moleular se alulan las interaiones readas por el potenial denido
para el sistema para ada uno de los átomos o entros de interaión existentes. Estas
interaiones se transforman en fuerzas y, onoidas éstas, la integraión numéria de
la segunda ley de Newton proporiona las veloidades y posiiones de ada partíula
del sistema en intervalos disretos de tiempo. Teniendo en uenta que estos intervalos
deben ser extraordinariamente pequeños (del orden de 10
−15
s) para garantizar la esta-
bilidad numéria y físia del algoritmo, es neesario un número enorme de pasos para
alanzar esalas de tiempo que permitan un barrido relativamente amplio del espaio de
onformaiones aesible a una adena polipeptídia de tamaño medio.
Una alternativa diferente es el denominado método de Monte Carlo
99
. Este método,
que debe su nombre al famoso asino, parte en prinipio de un muestreo al azar en el
espaio de onformaiones aesible al sistema. Más onretamente, los algoritmos que se
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utilizan habitualmente en el estudio de sistemas moleulares generan onformaiones en
diferentes regiones del sistema, on poblaiones relativas relaionadas on sus energías y
la temperatura del estudio. Como veremos en este apítulo, estos algoritmos de muestreo
resultan muy útiles ya que, por su diseño, tienen una ierta failidad para no quedar
atrapados en mínimos loales de energía, ofreiendo de esta forma una imagen muho
más ompleta del espaio onformaional. En prinipio, se pierde la posibilidad del
álulo de propiedades dinámias (algo que no supone un problema para la Dinámia
Moleular), si bien esto no es relevante uando la informaión que se persigue es de tipo
termodinámio.
En uanto al modelo geométrio, lo más adeuado para llevar a abo el estudio
en un tiempo razonable es utilizar una representaión reduida del sistema
100,101
. La
mayor ventaja de estos modelos simpliados frente a otros más detallados es la posi-
bilidad de analizar el sistema de forma global, obteniendo una visión generalizada de
un proeso omplejo en el que intevienen numerosas variables. Aunque on ellos no sea
posible omparar sus resultados diretamente on los obtenidos experimentalmente, la
omparaión a nivel ualitativo o, inluso, semi uantitativo, aporta una gran antidad
de informaión. Los poteniales de interaión esogidos habitualmente para ombinar-
los on este tipo de modelos reduidos se basan también en aproximaiones, o son una
simpliaión de las interaiones que tienen lugar en sistemas reales. Normalmente no
es posible utilizar poteniales de interaión basados en prinipios físios fundamentales
on estos modelos simpliados.
Según lo expuesto hasta ahora, la lave para llevar a abo el estudio sistemátio
de la transiión de plegamiento de proteínas mediante simulaión moleular es diseñar
de forma oherente el modelo de simulaión (ompatibilizando la geometría del modelo
on la resoluión del potenial de interaión esogido) y elegir un método de simulaión
que nos garantie un muestreo eaz del espaio onformaional aesible. Vamos a ver
on detalle de qué forma lo hemos onseguido.
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2.2. Modelo geométrio y de interaión
Como hemos omentado en el Capítulo 1, el objetivo fundamental de este trabajo
es estudiar en qué medida las interaiones de seuenia inuyen en la deniión de la
superie de energía libre asoiada al plegamiento de una serie de proteínas onretas.
Para ello, y teniendo en uenta la resoluión neesaria para llevar a abo nuestro estudio
de manera eaz on un oste omputaional aeptable
102
, hemos esogido un modelo
geométrio senillo en el que ada aminoáido está representado úniamente por dos
entros de interaión: el primer entro loalizado en su arbono α (Cα) y el segun-
do situado sobre la adena lateral, onretamente en el entro geométrio alulado a
partir de los átomos pesados de la adena. Esta representaión geométria se seleiona
onsiderando los requerimientos del potenial de interaión utilizado. Como ya men-
ionamos, hemos desarrollado un potenial de interaión ombinando dos poteniales
independientes de distinta naturaleza: por un lado, el potenial de tipo G	o optimizado
on anterioridad en nuestro grupo de investigaión por Prieto y Rey
82,83
, basado en
las distanias que existen entre arbonos α en el estado nativo de la proteína. Como
segunda ontribuión, de ara a inluir en el nuevo potenial la informaión odiada
en la seuenia de aminoáidos, hemos esogido el potenial desarrollado en el grupo de
Zhou
93,94
que asigna una energía a ada par de adenas laterales de naturaleza químia
n,m, en funión de la distania a la que se enuentren situadas en una onformaión
ualquiera
95
. En las seiones siguientes vamos a desribir on detalle ambos poteniales
de interaión, así omo los requerimientos geométrios inherentes a ada uno de ellos
que, nalmente, dan lugar al potenial híbrido on el que se elabora buena parte de este
trabajo y de uya optimizaión hablaremos en el Capítulo 3.
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2.2.1. Interaiones nativas: el potenial de tipo G	o
De los dos entros de interaión loalizados sobre ada aminoáido en este modelo,
el potenial de G	o se dene entre los arbonos α de un par de residuos no onseutivos
en la seuenia. La distania entre dos residuos onseutivos a lo largo de la adena
peptídia es ja e igual a 3.8 Å. Esta es la distania que separa a dos Cα veinos que
se enuentran enlazados de forma ovalente en proteínas reales. Sin embargo, uando
se trata de enlaes de tipo is X-Pro, omo el que se muestra en la Figura 1.4, la
distania entre ambos arbonos α es más orta (< 3.0 Å). Por tanto, aquellas proteínas
que presenten algún residuo de prolina en is no pueden ser estudiadas adeuadamente
on este modelo. Salvo estas raras exepiones
16
, el re-esalado de las distanias reales
entre Cα onseutivos en funión de nuestra distania de enlae virtual (3.8 Å) no altera
signiativamente la posiión de los aminoáidos en la estrutura una vez reduidos a
un únio entro. Igualmente, denimos una distania por debajo de la ual no es posible
enontrar dos residuos no enlazados en ninguna onformaión. En nuestro modelo, esta
distania de orte entre entros Cα, que evita solapamientos entre diferentes regiones del
esqueleto de la proteína, se estima en 4.18 Å. Este valor supera en un 10% a la distania
jada entre dos residuos onseutivos enlazados de manera ovalente. En el Panel (a)
de la Figura 2.1 se muestra la geometría simpliada de un fragmento proteio donde
ada residuo está representado úniamente por su Cα. A este nivel, toda la omplejidad
atómia de la adena polipeptídia se ve reduida a la de una adena lineal de uentas
indistinguibles e impenetrables, engarzadas de forma onseutiva.
Como hemos diho, el potenial de tipo G	o se dene entre los Cα de un par de
















0 ; en el resto
(2.1)
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Figura 2.1: (a) Representaión atómia y reduida de un fragmento
de adena polipeptídia. Ambas imágenes se han realizado on VMD
17
.
(b) Forma del potenial de G	o para una anhura a = ±0.7 Å.





potenial, expresado en unidades reduidas de energía, tiene la forma de una parábola
trunada en ±a. La anhura afeta, prinipalmente, a la entropía del estado desnatu-
ralizado (D). Cuanto mayor es la anhura del potenial, más favoreidas se ven, desde
un punto de vista entálpio, las onformaiones abiertas. La prinipal onseuenia de
este heho es una disminuión exesiva de la entropía de D, afetando diretamente las
propiedades termodinámias de la transiión. En este estudio, la anhura del potenial
óptima se ha tomado de los trabajos anteriores desarrollados en el grupo
82
y se ha jado
en 0.7 Å. Otro de los parámetros importantes es la profundidad del potenial, relaio-
nada on wij. En nuestro aso, al igual que en el de Prieto y olaboradores
82
, se ja
en 1/a2 si se trata de interaiones nativas, de modo que el mínimo de energía de ada
interaión de este tipo orresponde a un valor de -1 en unidades reduidas. En la Eua-
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ión 2.1, dnatij se reere a la distania a la que se enuentran los C
α
de los aminoáidos i
y j en el estado nativo. Además, el mínimo de energía orresponde a rcaij = d
nat
ij . Según
esto, de auerdo on la hipótesis termodinámia
21
, el mínimo se alanza uando todas
las distanias entre aminoáidos son iguales a las del estado nativo.
Como ya expliamos en el Capítulo 1, según el prinipio de mínima frustraión
subyaente en este tipo de poteniales, las interaiones que dirigen el plegamiento son
solo las que estabilizan el estado nativo, y ninguna otra interaión no denida en
este estado supone una ontribuión al potenial. Así, denimos que, en el aso de
interaiones no nativas, wij = 0.
Lo siguiente es estableer un riterio que nos permita identiar uáles son las
interaiones nativas en las que se basa este potenial. Podemos lasiar las intera-
iones que estabilizan el estado nativo en dos ategorías: interaiones loales y de
largo alane. En nuestro modelo, las interaiones loales se dan entre aminoáidos
muy eranos en la seuenia. Dentro de este grupo enontramos las denominadas inter-
aiones de ángulo de enlae y las interaiones de torsión. Las primeras, que también
denominamos interaiones 1-3, se dan entre un aminoáido i y el i+2. Las interaiones
de torsión, o interaiones 1-4, se reeren a las que se estableen entre un aminoáido i
y el i + 3. La quiralidad de las proteínas se dene en nuestro modelo a través de estas
últimas
82
. Cualquiera de estas interaiones de orto alane se onsideran nativas en
todos los asos (wij = 1/0.7
2
). El segundo tipo de interaiones son las de largo alane
o teriarias. Para determinar uáles son las interaiones nativas de largo alane esta-
bleemos una distania de orte, que llamaremos dmax, y que jamos en 4.5 Å
82,83
. Esta
distania es ligeramente superior a la distania promedio del doble de los radios de van
der Waals de los átomos pesados que forman parte de las proteínas (oxígeno, nitrógeno,
arbono y azufre)
103
. Por lo tanto, si dos aminoáidos i y j se enuentran separados por
más de tres residuos a lo largo de la seuenia y dos de sus átomos pesados se enuen-
tran a una distania inferior a dmax en el estado nativo, onsideramos que ese par de
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aminoáidos forma un ontato nativo de largo alane (wij 6= 0).
Una manera senilla de representar gráamente los ontatos nativos de una pro-
teína es utilizando un mapa de ontatos omo el que mostramos en la Figura 2.2. La
presenia de un punto sobre el mapa india que existe un ontato en el estado nativo
entre el aminoáido i, indiado en el eje de abisas, y el j, en el eje de ordenadas. En
estos mapas simétrios se representa la distribuión de ontatos tanto de orto (i−i+2;
i − i+ 3) omo de largo alane (|i− j| ≥ 4). Dependiendo de la estrutura, una pro-
Figura 2.2: Ejemplo de un mapa de ontatos. En negro están represen-
tados los ontatos loales (|i − j| ≤ 3) y en gris los ontatos de largo
alane (|i−j| ≥ 4) para el fragmento proteio seleionado representado
sobre el mapa. Destaado en rojo se india uno de los ontatos de largo
alane entre los residuos 20 y 26.
teína tendrá más o menos ontatos distribuidos de una manera u otra. Esto es lo que
en este trabajo denominamos topología del estado nativo y es una de las araterístias
que inuyen en la forma del embudo de plegamiento que determina las propiedades de
la transiión de ada proteína onreta.
La segunda araterístia que determina las propiedades del plegamiento de proteí-
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nas, ya veremos de qué forma en los apítulos suesivos, es la seuenia de aminoáidos,
ignorada, omo hemos visto, en el potenial de G	o. Considerar la seuenia de aminoái-
dos permite introduir ierta frustraión energétia en nuestro modelo de simulaión. En
funión de la naturaleza químia de los distintos aminoáidos que omponen la proteína
es posible denir entre ellos una serie de interaiones que se suman a las interaio-
nes nativas ya presentes y que ontribuyen a estabilizar o desestabilizar ada una de
las onformaiones que apareen a lo largo de la transiión. Estas interaiones no se
denen a partir del estado nativo: omo veremos, dependen de la distania a la que se
enuentren las adenas laterales de un par de aminoáidos en una onformaión dada y
de la naturaleza químia de dihos residuos. Analiémoslas on detalle en la siguiente
seión.
2.2.2. Interaiones no nativas: el potenial de Zhou
En la Seión 1.6 hiimos una breve introduión a los poteniales de ampo me-
dio. Estos poteniales están basados en el análisis de un elevado número de estruturas
proteias resueltas, normalmente, mediante ténias de difraión de rayos X. Del tra-
tamiento estadístio de esta informaión estrutural se obtienen poteniales omo los
de la familia DFIRE, desarrollados en el grupo de Zhou
93,94
. El análisis exhaustivo de
los distintos poteniales inluidos en esta familia se realizó antes de omenzar el tra-
bajo que, nalmente, ha dado lugar a esta Tesis Dotoral
95
. Por uestiones prátias,
el potenial de tipo DFIRE basado en las interaiones entre arbonos α es el más
senillo de implementar, ya que inluir la nueva omponente de seuenia no supone
modiar la resoluión geométria de nuestro modelo de simulaión. Sin embargo, las
simulaiones preliminares que se llevaron a abo on este potenial de seuenia no fue-
ron satisfatorias. Finalmente, de los tres poteniales inluidos en este grupo, esogimos
el potenial alulado entre los entros geométrios, o entroides (abreviados en esta
memoria omo SC), de las adenas laterales de los aminoáidos. Tan solo uando se
40 Materiales y métodos
trata de un aminoáido de gliina (Gly), el entroide oinide en nuestro modelo on el
Cα del residuo.
Este potenial que desribe la interaión entre un par de entroides, denominado
de ahora en adelante potenial Zh, está basado, al igual que el resto de poteniales de la
familia menionados antes, en un estado de referenia que sus readores denen omo
DFIRE (Distane sale, Finite Ideal gas REferene state)
93
. Según éstos, el estado
de referenia adeuado para las proteínas está formado por esferas nitas donde los
aminoáidos no son más que puntos uniformemente distribuidos en su interior que no
sufren los efetos de la existenia del resto, al igual que ourre on las moléulas en
un gas ideal. Para denir este estado de referenia se genera una distribuión uniforme
de esferas no interaionantes (onsiderando, eso sí, que las proteínas son sistemas de
tamaño nito e inluyendo esta restriión en la deniión del estado de referenia).
Como todo potenial de ampo medio, el potenial Zh se basa en la ley de Boltz-
mann. La expresión general de la energía de interaión viene dada por la Euaión 1.1.
Así, la tendenia a interaionar de dos residuos i, j, de naturaleza químia n,m, se al-
ula respeto a esa distribuión ideal analizando la freuenia on la que los entroides
de sus adenas laterales apareen a una distania rscij dentro de un intervalo k de anhura
∆k en el total de estruturas analizadas. Conretamente, de ara a realizar los orres-
pondientes histogramas on informaión sobre el número de ontatos entre entroides
de naturaleza n,m, que se enuentran alrededor de una distania mk, se estableen 20
intervalos (k = 1, 2, . . . , 20). En la Tabla 2.1 se indian los límites de ada intervalo
así omo su valor medio mk, que es, omo veremos, la distania utilizada a la hora de
alular el potenial.
Una aproximaión razonable es onsiderar nula la interaión entre dos adenas
laterales separadas por enima de una distania, en prinipio, arbitraria. Esa distania
de orte, rcut, a partir de la ual una adena lateral no es apaz de advertir la presenia
de otra, no depende de la naturaleza del par de residuos y se establee en 14.5 Å, que es
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Índie k (a,b℄ (Å) mk (Å) Índie k (a,b℄ (Å) mk (Å)
1 0.0-2.0 2.00 11 6.5-7.0 6.75
2 2.0-2.5 2.25 12 7.0-7.5 7.25
3 2.5-3.0 2.75 13 7.5-8.0 7.75
4 3.0-3.5 3.25 14 8.0-9.0 8.50
5 3.5-4.0 3.75 15 9.0-10.0 9.50
6 4.0-4.5 4.25 16 10.0-11.0 10.5
7 4.5-5.0 4.75 17 11.0-12.0 11.5
8 5.0-5.5 5.25 18 12.0-13.0 12.5
9 5.5-6.0 5.75 19 13.0-14.0 13.5
10 6.0-6.5 6.25 20 14.0-15.0 14.5
Tabla 2.1: Intervalos de distania entre entroides (a < rscij ≤ b) y
distania entral (mk) de ada uno de ellos, empleados en el álulo del
potenial Zh.
la distania media asignada al intervalo k = 20. Por tanto, aquellos residuos que presen-
ten un valor de rscij superior a 15 Å no experimentan interaión de seuenia en nuestro
modelo. Cuando no se registran asos (o no los suientes) dentro de un intervalo de
distanias onretas (heho freuente en los 3-4 primeros intervalos dependiendo de la
naturaleza del par de residuos), el potenial se ja en un valor positivo y grande, repre-
sentativo de la fuerte repulsión a la que se enontrarían sometidas dos adenas laterales
forzadas a mantenerse a distanias tan ortas. En este trabajo, el valor máximo de una
interaión repulsiva (η) se ja en 3.3 (también en unidades reduidas). Esta interaión
se alula, para este tipo de potenial, omparando la estabilidad entre distintas proteí-
nas y algunos de sus mutantes
93
y resulta equivalente a una interaión de ∼ 8 kJ/mol
(para una temperatura de 300 K).
Considerando esto, se desarrolla la expresión analítia para el potenial Zh, que es













Z )] ; si r
sc
ij ≤ 15.0 Å
0 ; si rscij > 15.0 Å
η ; si Nnm(mk) = 0
(2.2)
y que, omo ya hemos omentado, se dedue de la Euaión 1.1 de auerdo on la
deniión del estado de referenia DFIRE
93
, adaptando on uidado la desripión del
omportamiento ideal a sistemas nitos. A su vez, el estado de referenia (N refZ ) viene
dado por la funión
93
:
N refZ = (mk/rcut)
γ × (∆k/∆20)×Nnm(m20) (2.3)
donde el exponente γ tiene un valor de 1.92 uando los entros de interaión se sitúan
en los entroides de las adenas laterales
95
y el subíndie k identia el intervalo de dis-
tanias de anhura ∆k entrado en mk al que pertenee la distania r
sc
ij orrespondiente.
Como hemos diho, el potenial Zh atúa entre las adenas laterales de los resi-
duos. Conretamente, entre los entroides de un par de aminoáidos y depende, además
de la distania entre éstos (rscij ), de la naturaleza químia de los residuos. En la Figu-
ra 2.3 se muestran, a modo de ejemplo, tres de las urvas obtenidas on este potenial
para una serie de pares de aminoáidos representativos. Cada una de estas urvas es el
resultado de la evaluaión de un total de 1580 estruturas seleionadas del PDB
86
, que
presentan una homología en sus seuenias inferior al 30% y han sido resueltas mediante
difraión de rayos X (on una resoluión por debajo de 2.0 Å). La urva que se muestra
en el Panel (a) de la Figura 2.3 es la habitual registrada on el potenial Zh: la pre-
senia de dos mínimos es una araterístia de este potenial de ampo medio y es una
onseuenia direta de la deniión del estado de referenia utilizando
95
. En funión
de la naturaleza del par de aminoáidos que interaionan en ada aso, estos mínimos,
o pozos de potenial, pueden presentar energía positiva o negativa, pueden ser más o
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Figura 2.3: Potenial Zh entre residuos on adenas laterales: (a) Hi-
drófobas. (b) Con arga neta opuesta. () Cargadas negativamente.
menos profundos y de anhura variable. En el mínimo de potenial situado a distanias
más ortas es donde se reeja on mayor laridad la espeidad del potenial. En el aso
de una interaión hidrófoba entre dos residuos apolares (Ile-Leu), este primer mínimo
es estreho y profundo y está entrado a una distania rscij que depende del tamaño
de las adenas laterales enfrentadas. En el Panel (b) de la misma Figura, las adenas
interaionantes orresponden a residuos argados on signo opuesto, obteniéndose una
urva similar a la del panel anterior donde los dos mínimos de potenial están presentes.
La urva mostrada en el Panel () reeja la interaión entre un par de residuos on la
misma arga neta. Este aso es un buen ejemplo de ómo el potenial Zh reoge las a-
raterístias espeías de ada tipo de interaión: tratándose de dos adenas argadas
negativamente, lo razonable es enontrar una interaión desfavorable entre ellas (EZnm)
a distanias ortas y medias, tal y omo vemos en la urva orrespondiente.
A partir de la urvas de potenial Zh, hemos denido un volumen exluido para
la interaión entre adenas laterales de ada par de aminoáidos n,m. Este volumen
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exluido representa el heho de que, al igual que ourre on los arbonos α del esqueleto,
los entroides de los distintos residuos no son puntuales, sino que se omportan omo
esferas rígidas y, por tanto, son impenetrables. Para ada urva alulada existe una
distania máxima por debajo de la ual no es posible alular el potenial Zh, por lo
que, en estos asos, se le asigna el valor arbitrario de 3.3 unidades (ver Euaión 2.2).
Esta distania, rvnm, es araterístia de ada par de aminoáidos. En la Figura 2.4 se
muestran todas las distanias de orte entre entroides utilizadas en este trabajo, en
funión de su naturaleza químia (rvnm).
Estas interaiones no nativas entre entroides no se denen a partir de la on-
formaión nativa. Las interaiones de seuenia aluladas en diha onformaión son
exlusivas de ésta y poo o nada tendrán que ver on las interaiones existentes, por
ejemplo, en onformaiones desplegadas. Su número, su ontribuión a la estabilidad de
la proteína y su distribuión a lo largo de la estrutura es variable y depende de la dis-
posiión en el espaio de los entroides en ada onformaión de la proteína. Por tanto,
deben ser aluladas sobre las suesivas onformaiones instantáneas que surgen a lo
largo de la transiión de plegamiento. Como expliaremos on detalle en la Seión 2.4,
ada nueva onformaión se genera en nuestro modelo de simulaión a partir de otra
anterior modiando (ya veremos ómo) la posiión de los aminoáidos del modelo sin
que se rompa, eso sí, la onetividad entre residuos onseutivos a lo largo de la adena
peptídia. Además de modiar la onformaión del esqueleto proteio, en nuestro mo-
delo es neesario situar en el espaio la adena lateral de ada residuo de ara a inluir
después las interaiones de seuenia en el potenial de plegamiento. Reonstruir este
segundo entro de interaión no es, en prinipio, exesivamente ostoso.
Uno de los métodos geométrios de reonstruión más senillos existentes en la
bibliografía es el desarrollado por B. Park y M. Levitt
104
. En este trabajo, publiado
en 1996, los autores presentan un método de reonstruión de la adena lateral de
los distintos residuos onsiderando úniamente su naturaleza químia y utilizando las
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Figura 2.4: Distanias rvnm (en Å) asignadas para ada uno de los pares
de aminoáidos de naturaleza n,m (indiada en ambos ejes), estimadas
en este trabajo a partir de las urvas del potenial Zh.
oordenadas de los arbonos α ontiguos. De auerdo on este modelo, las oordena-




n cos(θ)]x + [d
pl
n cos(θ)]y (2.4)
donde dpln es la distania entre el entroide y su arbono α, que depende de la naturaleza
n del residuo i, y el ángulo θ se ja en 37.5◦, sea ual sea el residuo. En este modelo
existen dos vetores unitarios, x e y, que se alulan a partir de las oordenadas de
los arbonos Cαi−1 y C
α
i+1. Este método, que permite obtener fáilmente la posiión de
las adenas laterales, tiene un inonveniente importante: la posiión del entroide está
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determinada exlusivamente por el esqueleto loal de la adena proteia, on lo que se
presinde de la exibilidad intrínsea de las adenas laterales (ver Figura 1.5).
Nosotros hemos optado por una vía de reonstruión diferente que sí permite
inluir diha exibilidad omo variable difereniadora entre aminoáidos. Para ello, he-
mos desarrollado una nueva herramienta, adaptada al nivel de resoluión de nuestro
modelo de simulaión, que permite la reonstruión de los entroides partiendo de las
oordenadas geométrias de los Cα del esqueleto de la proteína, basándose en las a-
raterístias onretas de ada adena lateral. En la seión siguiente detallamos ómo
hemos abordado nosotros el problema de la reonstruión de los entroides en las dis-
tintas onformaiones, onsiderando la exibilidad intrínsea de las adenas laterales.
2.3. La librería de rotámeros
Como ya adelantamos en la Seión 1.1, las adenas laterales de los distintos ami-
noáidos pueden adquirir, en disoluión, numerosas onformaiones. El número total de
isómeros onformaionales, o rotámeros, aesibles a ada tipo de adena lateral depen-
de de la exibilidad intrínsea de la adena en uestión
11
. En medio auoso, donde el
efeto hidrófobo ondiiona la disposiión de los residuos de la proteína bien haia el
interior de la estrutura formando un núleo hidrófobo ompato, o haia el exterior,
en ontato on el disolvente y on menor impedimento estério, la orientaión de las
adenas depende, además de sus araterístias intrínseas, del espaio libre disponible
en torno a ada uno de los aminoáidos onstituyentes.
Los valores de los distintos ángulos diedros araterístios de ada rotámero se
pueden medir experimentalmente y se enuentran tabulados
105
. Estos ángulos, entre
otros parámetros geométrios, se agrupan en lo que se onoe omo rotamer libraries o,
tal y omo nosotros vamos a denominarlas en este trabajo, librerías de rotámeros.
La mayoría de las librerías de rotámeros existentes permiten reonstruir átomo a átomo
la adena lateral de ada aminoáido
106
y se emplean habitualmente en el diseño de
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nuevas proteínas, en la prediión de estruturas por homología o para validar otras ya
resueltas experimentalmente mediante ténias de difraión de rayos X o por Resonan-
ia Magnétia Nulear
74
. Sin embargo, y debido a su elevada resoluión, no resultan
adeuadas para reonstruir la adena lateral de los distintos residuos en nuestro modelo
de simulaión, donde diha adena se redue a un únio entro. Según esto, y de ara
a poder utilizar el potenial Zh (basado en las interaiones entre entroides) en las si-
mulaiones del plegamiento, hemos desarrollado nuestra propia librería de rotámeros
dependiente de esqueleto adaptada a modelos de simulaión simpliados. A
diferenia de las librerías de rotámeros no dependientes del esqueleto proteio, la pro-
babilidad y las variables geométrias de los distintos rotámeros inluidos en las librerías
dependientes son funión de la onformaión a nivel loal del esqueleto
106
. Por lo tan-
to, entra en juego un parámetro adiional que permite distinguir unas onformaiones
loales de otras respeto a las uales lasiar el onjunto de rotámeros aesibles para
ada tipo de aminoáido, así omo su freuenia, en proteínas globulares.
Hemos llevado a abo un estudio estadístio de las orientaiones preferentes de
los entroides de ada uno de los 19 tipos de adenas laterales on ierta exibilidad
intrínsea (del análisis se exluye la Gly al ontar on un solo átomo de H en su adena
lateral), en un onjunto de 1580 estruturas de rayos X (la misma base de datos estru-
tural que empleamos para alular el potenial Zh). Los pasos que hemos seguido para
elaborar semejante manual de reonstruión de entroides se reduen a:
1. Estableer un sistema de referenia sobre ada uno de los residuos que permita
denir las variables geométrias neesarias para determinar la orientaión de ada
entroide en el espaio.
2. Denir un riterio geométrio que nos permita atalogar las distintas onfor-
maiones loales del esqueleto proteio.
3. Analizar las orientaiones preferentes de los distintos entroides en el onjunto
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de estruturas analizadas para seleionar aquellos rotámeros más probables en
funión de la onformaión loal de esqueleto y de la naturaleza químia de ada
entroide evaluado, de ara a ompletar nuestra librería.
Veamos, on algo más de detalle, en qué onsisten ada uno de los pasos enumerados en
el esquema anterior, así omo el método que hemos seguido para evaluar posteriormente
el omportamiento de nuestra librería de rotámeros.
2.3.1. Parámetros geométrios: el Sistema de Referenia Ao-
plado
El onjunto de parámetros geométrios respeto a los uales se evaluan las orien-
taiones preferentes de los distintos entroides es lo que denominamos Sistema de Re-
ferenia Aoplado (abreviado en esta memoria omo SRA). Sobre ada aminoáido de
la adena peptídia hemos loalizado un sistema de ejes ortonormal respeto al ual se
proyeta la posiión de ada entroide (ver Figura 2.5). Según este sistema, denimos
para ada residuo i a lo largo de la adena peptídia dos vetores unitarios (u y v) en






i+1 respetivamente. La suma de
estos vetores genera, en el mismo plano, un vetor a y su produto vetorial (u × v)
un vetor b perpendiular a ambos uyo sentido viene dado por la regla de la mano
dereha. El produto vetorial de los nuevos vetores unitarios a y b da lugar a un ter-
er vetor  on el que se ompleta el sistema de ejes de referenia. Tres variables, dos
ángulos (0 ≤ θ ≤ 180 y −180 ≤ ϕ ≤ +180) y una distania medida entre el Cα de un
aminoáido i de naturaleza n y su entroide orrespondiente (dn), desriben la posiión
del entroide (SCi) respeto al esqueleto.
La deniión de los distintos ejes hae imposible situarlos sobre los residuos de los
extremos de la adena peptídia. Por tanto, estos residuos quedan exluidos del análisis
(al igual que los residuos de Gly, sea ual sea la posiión de éstos dentro de la adena).
También quedan fuera del análisis las prolinas que se enuentran formando un enlae en
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Figura 2.5: Variables que denen el sistema de refenia aoplado (SRA)
sobre ada uno de los residuos de la adena.
onguraión is on el residuo anterior, omo se omentó en el Capítulo 1.
La mayoría de las librerías dependientes se basan en riterios angulares de ara a
estableer la dependenia on la onformaión loal de esqueleto, empleando los ángu-
los de torsión φi y ψi del verdadero esqueleto proteio (ver Figura 1.3), que no están
denidos en nuestro modelo reduido. Para elaborar nuestra librería, hemos seguido un
riterio distinto: la dependenia on el esqueleto de un residuo ualquiera i viene dada
por la distania d13 que existe entre sus residuos veinos Cαi−1 y C
α
i+1. El análisis de
distanias d13 aluladas para todas las estruturas inluidas en nuestra base de datos
nos permite obtener la funión de distribuión que se muestra en la Figura 2.6. En ella
se observan laramente dos máximos: el primero de ellos, identiado en la Figura omo
Ia a valores bajos de d13 (por debajo de 5.75 Å), orresponde a aquellas onformaiones
de esqueleto ompatas, típias, fundamentalmente, de residuos loalizados en hélies α.
El segundo máximo de poblaión signiativa, a valores de d13 superiores a 6.25 Å(Ic),
se orresponde on onformaiones de esqueleto abiertas, araterístias de las hebras β.
A la vista de la funión de distribuión, podríamos haber elegido estos dos intervalos de
distania d13 para denir el tipo de dependenia on la onformaión loal de esqueleto
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en nuestra librería de rotámeros. Sin embargo, hemos estableido un intervalo adiional
(Ib), que omprende un intervalo de distanias intermedio y que nosotros onsideramos
una espeie de ajón de sastre estrutural: en él tienen abida residuos loalizados en
regiones ompatas (pero no muho) o en onformaiones abiertas (pero no tanto) que,
en oasiones, oiniden on aquellas regiones sin estrutura denida, onoidas omo
lazos, de las que hablamos en la Seión 1.2 (Figura 1.5).
2.3.2. Análisis de las orientaiones preferentes
Tras estableer tanto el sistema de referenia (Figura 2.5) omo los distintos inter-
valos de distania d13 que maran la dependenia on el esqueleto loal (Figura 2.6), el
siguiente paso onsiste en analizar simultáneamente la distribuión de distanias entre
el C
α
y su entroide orrespondiente (dn) y las orientaiones preferentes de éstos en
funión del SRA, en todas las proteínas inluidas en nuestra base de datos estrutural,
onsiderando los 3 intervalos de esqueleto ya menionados.
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En primer lugar analizamos, para ada tipo de aminoáido de naturaleza n (salvo
para las gliinas y las prolinas en is), la funión de distribuión radial de dn. Las 19
distribuiones obtenidas presentan uno o varios máximos, dependiendo de la exibilidad
de ada tipo de adena lateral. En todas ellas hemos alulado el valor medio ponderado
para ada pio observado on una probabilidad signiativa, en la funión de distri-
buión. En ada aso hemos obteniendo una serie de valores 〈dn〉. Cada uno de estos
valores india, en promedio, la distania a la que es más probable enontrar el entroide
de ada tipo de adena lateral respeto a su C
α
.
Como ya hemos menionado, el número de máximos en la distribuión de la dis-
tania dn es variable. En la Figura 2.7 están representados algunos ejemplos de este tipo
de distribuión. En la mayoría de los asos, sólo se observa un máximo. Esto ourre en la
leuina (Leu), donde observamos un pio entrado en 2.65 Å, en gris, o en la fenilalanina
(Phe), uya distribuión, oloreada en verde, presenta un máximo entrado en 3.45 Å.
En la misma Figura se muestra también la funión obtenida en el aso del glutámio
Figura 2.7: Funión de distribuión de la distania dn alulada para
tres aminoáidos representativos: Leuina (urva punteada de olor gris);
Fenilalanina (urva verde); Glutámio (urva naranja).
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(Glu), araterizada por presentar más de un máximo signiativo. Se observan distri-
buiones similares a esta última en la arginina (Arg), la glutamina (Gln), la isoleuina
(Ile), la lisina (Lys) y la metionina (Met). En la Tabla 2.2 reogemos la lista ompleta
de los valores de 〈dn〉 obtenidos para ada tipo de aminoáido.
Un trabajo interesante on el que omparar las distintas distribuiones de dn que
nosotros enontramos es el de Park y Levitt
104
(Seión 2.2.2). Con este propósito, hemos
inluido en la Tabla 2.2 una olumna adiional donde guran las distanias entre el Cα
y su entroide orrespondiente para ada tipo de aminoáido, tabuladas en el trabajo
de Park y Levitt (dpln ). Como vemos, en aquellos aminoáidos para los que nosotros
obtenemos una distribuión unimodal de esta distania, el valor asignado por ambos
modelos es prátiamente idéntio. Sin embargo, en aminoáidos donde la funión de
distribuión presenta varios máximos, la distania asignada por Park y Levitt suele ser,
en general, un valor intermedio entre aquellos valores de 〈dn〉 más elevados obtenidos a
partir del análisis de nuestras distribuiones.
Una vez obtenidos los distintos valores de 〈dn〉 para ada aminoáido de naturaleza
n, llevamos a abo, on ada valor de 〈dn〉 por separado, el análisis de los ángulos θ y ϕ
que determinan las orientaiones respeto al SRA de todos los entroides alulados en
las estruturas de nuestra base de datos onsiderando, a su vez, la dependenia on el
esqueleto. El proedimiento analítio para obtener las orientaiones preferentes en las
que se basa nuestra librería de rotámeros se ilustra en la Figura 2.8, donde hemos elegido
la fenilalanina (Phe) a modo de ejemplo.
El primer paso onsiste en obtener, para ada valor de 〈dn〉 y ada uno de los tres
intervalos de distania jados para el esqueleto, una diagrama bidimensional omo el que
se muestra en el Panel (a) de esta Figura. En este aso, ada punto sobre el diagrama
orresponde a un entroide de una de las fenilalaninas existentes en la base de datos
estrutural uyas oordenadas angulares θ y ϕ se indian en el eje de ordenadas y abisas,
respetivamente. Cada uno de los entroides representados en este ejemplo se enuentran
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Aminoáido (n) 〈dn〉 (Å)
a dpln (Å)
b
Ala 1.56 - - 1.5
Arg 1.54 4.02 4.66 4.1
Asn 2.52 - - 2.5
Asp 2.51 - - 2.5
Cys 2.11 - - 2.0
Gln 1.58 2.73 3.38 3.1
Glu 1.58 2.76 3.38 3.1
His 3.19 - - 3.1
Ile 2.11 2.43 - 2.3
Leu 2.65 - - 2.6
Lys 1.57 3.15 3.73 3.5
Met 1.57 2.66 3.20 3.0
Phe 3.45 - - 3.4
Pro 1.90 - - 1.9
Ser 1.94 - - 1.9
Thr 1.98 - - 1.9
Trp 3.85 - - 3.9
Tyr 3.82 - - 3.8
Val 1.98 - - 2.0
a
Distanias tabuladas en nuestra librería de rotámeros.
b
Distanias según el modelo de Park y Levitt.
Tabla 2.2: Distanias promedio a las que es más freuente loalizar un
entroide SC de naturaleza químia n, respeto a su orrespondiente Cα.
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Figura 2.8: Evaluaión de las orientaiones preferentes en la Phe o-
rrespondiente al intervalo de esqueleto Ia. (a) Diagrama bidimensional
de puntos. Sobre este tipo de diagramas se estima el número de rotámeros
dependientes de esqueleto existentes para el tipo de aminoáido evaluado.
(b) Histograma bidimensional normalizado. La informaión extraida del
diagrama de puntos se onvierte tanto en parámetros angulares (θs, ϕs)
omo estadístios (ps) que permiten ompletar el onjunto de variables
asignadas en la librería a ada uno de los rotámeros s alulados (3 en es-
te ejemplo) y que posibilitan las posterior reonstruión de los entroides
sobre los distintos residuos para ualquier onformaión de esqueleto.
a una distania de su Cα erana a 3.45 Å (omo vimos en la Figura 2.7, la distribuión
de dn en la Phe sólo presenta un máximo) y perteneen al primer intervalo I
a
de los
tres estableidos para la distania alulada entre los arbonos Cαi−1 y C
α
i+1 y que mara
la dependenia loal de esqueleto. El heho de no enontrar un número signiativo de
puntos por debajo de θ = 90◦ no es exlusivo de la Phe. Este omportamiento es el mismo
para ualquier tipo de aminoáido a ualquier valor de 〈dn〉 e intervalo de esqueleto
analizado y es una onseuenia direta de la quiralidad del arbono α (ver Figura 1.1).
A partir del diagrama mostrado en el Panel (a) de la Figura 2.8 podemos delimitar en
una primera aproximaión, al menos de forma ualitativa, aquellas regiones donde existe
una mayor densidad de puntos, relaionando el número de manhas independientes en las
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que podemos dividir el diagrama on el número de rotámeros dependientes del esqueleto
que, nalmente, asignaremos al residuo evaluado.
Para transformar las distintas manhas en informaión uantitativa útil, alula-
mos en ada aso un histograma bidimensional similar al que se muestra en el Panel (b)
de la Figura 2.8. Estos histogramas están alulados uidadosamente de tal forma que
inluyen al menos el 95% de los puntos observados en el diagrama de manhas obtenido
omo paso previo. Los ejes del histograma, orrespondientes a los ángulos θ y ϕ, se




, respetivamente. Así, es posible agrupar los distintos
intervalos en funión de su poblaión y alular para ada región sobre el histograma,
es deir, para ada rotámero s, un valor medio ponderado de θ y ϕ integrando el área
oloreada orrespondiente. Además de estos parámetros angulares, asignamos a ada
rotámero una probabilidad p que representa la freuenia on la que ada aminoáido
de naturaleza n orienta su adena lateral en esa direión en proteínas globulares.
En la mayoría de los asos, omo en el mostrado en el ejemplo de la Figura 2.8,
la identiaión de las manhas y su posterior evaluaión uantitativa es senilla. Sin
embargo, en otros la identiaión no es trivial. La determinaión de los rotámeros para
el terer intervalo de esqueleto (Ic) en la arginina (Arg) es un buen ejemplo de ello, omo
puede verse en los paneles (a) y (b) de la Figura 2.9. Para esta lase de asos, hemos
desarrollado un protoolo de validaión de aquellos rotámeros que, a priori, pueden
onvertirse en los denitivos.
Fijémonos en el Panel (a) de la Figura 2.9: en este diagrama bidimensional, a
diferenia del mostrado en el Panel (a) de la gura anterior, observamos una región
ontinua pero poblada de manera desigual. Ahora no existen unos límites laros entre
las distintas manhas, lo que diulta la seleión del área que, mediante integraión,
dará lugar a ada rotámero s denitivo. Lo que haemos entones es seleionar sobre
el histograma un onjunto de ajitas (Panel (b) de la Figura 2.9) que, en prinipio,
orrespondan a una región densamente poblada y uniforme en el diagrama de puntos del
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Figura 2.9: (a) Diagrama bidimensional de puntos para la Arg orres-
pondientes al terer intervalo de esqueleto (Ic) y a 〈dn〉 = 4.66 Å. (b) Re-
gión onitiva sobre el histograma bidimensional normalizado. () Va-
lidaión de los rotámeros apliando el riterio de máxima divergenia,
por el que τ ≤ 30◦. (d) Esquema tridimensional ompleto de los dis-
tintos entroides reonstruidos a partir de los rotámeros inluidos en la
librería, onsiderando todos los valores de 〈dn〉, para la Arg. Cada es-
fera representa un entroide que se olorea en funión del intervalo de
esqueleto al que pertenee el rotámero que permite su reonstruión.
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Panel (a). Una vez seleionada el área, el proedimiento es el siguiente: para saber si
la región esogida orresponde a un solo rotámero, reonstruimos el entroide de todos
aquellos residuos inluidos dentro de la región onitiva del histograma bidimensional
(rodeada en blano en el Panel (b) de la Figura 2.9) utilizando los valores alulados para
θ′ y ϕ′ por el proedimiento habitual en diha región del histograma. La idea es evaluar la
distania a la que podemos reonstruir ada entroide a partir de nuestros parámetros
respeto a un entroide de referenia, que pueda alularse fáilmente utilizando las
oordenadas geométrias inluidas en nuestro modelo. Los entroides de referenia que
hemos esogido para este análisis son los de Park y Levitt
104
(Euaión 2.4).
Una vez reonstruidos los dos tipos de entroides para ada residuo, tal y omo se
esquematiza en en el Panel () de la Figura 2.9, alulamos para ada uno la distania
entre ambos entroides (∆rsc) y representamos la distribuión de diha distania. Sólo
si la funión de distribuión así alulada presenta un únio pio y no sobrepasa omo
valor máximo la mitad de la distania dpln orrespondiente (lo que supone un límite de
divergenia máxima de unos 30
◦
) el rotámero de prueba es válido y, por tanto, inluido en
la librería. En aso ontrario, la región de prueba se subdivide, repitiendo el proeso de
evaluaión on ada rotámero alulado a partir de las nuevas áreas las vees neesarias,
hasta que todos los rotámeros satisfagan el riterio de divergenia estableido.
La última omprobaión que llevamos a abo en todos los asos, para todos los
aminoáidos, es asegurarnos de que no existe degeneraión en nuestra librería para una
onformaión de esqueleto dada, es deir, que distintos rotámeros no dan lugar al mismo
entroide. En aso de que esto sueda, eliminamos el rotámero de menor probabilidad.
Tras esta última etapa de ajuste no de la librería, obtenemos un onjunto de rotá-
meros que nos permiten reonstruir el entroide en diferentes regiones del espaio on
una probabilidad onreta. En el Panel (d) de la Figura 2.9 se muestran, a modo de
ejemplo, todos los entroides que podemos reonstruir sobre un residuo de Arg, olorea-
dos en funión de la dependenia on la onformaión loal del esqueleto, utilizando los
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parámetros inluidos en la librería de rotámeros.
En resumen, al nal de un análisis laborioso (que engloba el álulo y la eva-
luaión de 90 histogramas bidimensionales normalizados apliando, uando proede, el
riterio de divergenia máxima) obtenemos nuestra librería de rotámeros dependiente
del esqueleto. Cada rotámero s de la librería, alulado para un tipo de aminoáido de
naturaleza n, está representado por 5 parámetros: la dependenia on el esqueleto basa-
da en la distania d13 entre los arbonos Cαi−1 y C
α
i+1, la distania 〈dn〉 entre el entroide
y su Cα orrespondiente, los ángulos θs y ϕs denidos respeto al sistema de referenia
aoplado, y una probabilidad ps que permite identiar a los rotámeros más freuentes
tras el análisis.
Una manera eaz de analizar la librería de un vistazo es mediante los diagramas
de barras mostrados en la Figura 2.10. En éstos se representan, lasiados en funión
del intervalo de esqueleto loal orrespondiente (Ia, Ib, Ic), las probabilidades (en%) de
los 4 rotámeros más freuentes inluidos en la librería para ada tipo de aminoáido.
Como vemos, el número de rotámeros aesible no es el mismo para todos los aminoá-
idos. En denitiva, uanto más exible sea la adena lateral (Figura 1.2) en la librería
hallaremos mayor número de rotámeros para ualquier onformaión loal de esqueleto
en este tipo de residuo. Este es el aso observado para la arginina (R), la asparagina (N),
el glutámio (E), la glutamina (Q), la lisina (K), la metionina (M) y el triptófano (W).
Los rotámeros no son equiprobables, omo se observa en los distintos paneles de la Figu-
ra 2.10. En algunos asos existe un rotámero predominante, on un valor de p ≥ 50%,
aunque la existenia de un rotámero mayoritario frente al resto puede depender de la
onformaión loal de esqueleto. Un ejemplo de esta dependenia se observa en el aso
de la isteína (C), on un rotámero predominante para uno de los intervalos de esqueleto
(Panel (a) de la Figura 2.10). Sin embargo, para los otros dos intervalos (paneles (b) y
()) la situaión es distinta. También existen aminoáidos omo la valina (V), en los ua-
les uno de los rotámeros predomina en todos los asos sobre el resto, aunque el número
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Figura 2.10: La librería de un solo vistazo. Cada uno de los paneles
muestra la probabilidad, en%, de los 4 rotámeros más freuentes para
ada residuo en funión de su dependenia on el esqueleto.
de rotámeros alulado varíe de un intervalo de esqueleto a otro.
Estas araterístias y los detalles onretos que hemos observado en los orres-
pondientes diagramas de barras y que hemos omentado brevemente ponen en evidenia
omo, inluso utilizando una representaión tremendamente simpliada de la adena
lateral y reduiendo al máximo la omplejidad del sistema de referenia y la desripión
geométria de los rotámeros, hemos onseguido que en nuestra librería queden reejadas
las onsiderables diferenias que sabemos existen entre los aminoáidos.
2.3.3. Evaluaión de la librería
Conviene reordar aquí que el prinipal motivo para desarrollar una nueva librería
de rotámeros y no reurrir a las ya existentes
106
es la neesidad de disponer de una
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herramienta adaptada a la resoluión de nuestro modelo de simulaión que nos permita
reonstruir el entroide de ada uno de los aminoáidos presentes en una adena poli-
peptídia en ualquiera de las onformaiones generadas a lo largo de la transiión de
plegamiento.
Es importante evaluar uál es la onanza real que nos ofree el onjunto de ro-
támeros seleionados para ada aminoáido y si, efetivamente, los rotámeros suponen
una mejora real frente al método geométrio más simple desarrollado por Park y Le-
vitt
104
para reonstruir los distintos entroides. Para ello, hemos desarrollado un método
de prueba muy simple sobre el onjunto de estruturas nativas inluidas en la base de
datos que utilizamos en el álulo de la librería. Hemos busado, dentro de los rotámeros
disponibles dependientes del esqueleto loal para ada residuo i de naturaleza n (exlu-
yendo los de los extremos, las gliinas y las prolinas en enlaes is X-Pro) aquél que
nos permite reonstruir su entroide lo más era posible del obtenido a partir de los
propios heros PDB
86
y hemos alulado la distania a la que quedan situados ambos
entroides. Hemos repetido el proeso utilizando el rotámero aesible más probable de
la librería. Finalmente, hemos alulado los entroides de Park-Levitt (Euaión 2.4)
sobre ada residuo i omparándolos también on los entroides PDB. Así, tenemos que:
r(i) = |rsc(i)− rsco (i)| (2.5)
donde r(i) representa la distania entre el entroide de referenia (rsco (i)), alulado a
partir de las oordenadas atómias del hero PDB, y rsc(i), que no es más que la
posiión del entroide reonstruido sobre i por alguno de los tres métodos anteriormente
menionados: a partir del rotámero más pareido de la librería, del más probable o según
el modelo de Park y Levitt.
Para ompletar este primer análisis hemos alulado, para ada una de las 1580
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donde N es el número total de residuos de la proteína. Dado que en este álulo no están
inluidos ni las gliinas, ni las prolinas en onformaión is, ni los residuos de los extremos
de la adena polipeptídia, el promedio se hae, en realidad, sobre un número menor
de residuos, N ′. El resultado de este análisis se muestra en la Figura 2.11. Cada punto
Figura 2.11: Resultados promedio de r para el onjunto de proteínas
analizadas. Cada punto sobre la gráa representa un valor medio ob-
tenido a partir de la reonstruión de los entroides de una proteína
onreta siguiendo uno de los tres métodos evaluados (Euaión 2.6).
Las líneas horizontales trazadas sobre la gráa failitan la omparaión
de los resultados, a nivel ualitativo, obtenidos on los distintos métodos.
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sobre la gráa representa la distania promedio entre entroides alulada para ada
una de las estruturas de la base de datos, oloreado en funión del método empleado
para la reonstruión del entroide de prueba rsc(i). Con ninguno de los tres métodos se
observa una dependenia entre el valor alulado para 〈r〉 y el tamaño de la estrutura
proteia. Destaa, sin embargo, la similitud entre los valores de 〈r〉 (> 1 Å) obtenidos
para los entroides reonstruidos según Park-Levitt y a partir del rotámero más probable
de nuestra librería. Sin embargo, en nuestra librería existe informaión adiional para
reonstruir un entroide más próximo al entroide nativo PDB, omo se dedue de los
asos oloreados en gris sobre la gráa. El número de residuos en los que esto es posible
es tal que permite rebajar la media alulada para ada estrutura aproximadamente
en un 50%. De este primer análisis extraemos varias onlusiones importantes:
1. El método geométrio desarrollado por Park y Levitt
104
permite alular la po-
siión de un entroide muy similar al que podemos reonstruir on los rotámeros
inluidos en nuestra librería, estableiendo omo prinipal riterio de seleión de
rotámeros el más probable de todos los disponibles en funión de la naturaleza del
residuo y su dependenia on el esqueleto.
2. Existe un número onsiderable de asos en los que ni el método de Park-Levitt
ni el rotámero más probable de la librería permite reonstruir el entroide más
erano al alulado a partir del hero PDB orrespondiente. Sin embargo, hemos
omprobado ómo, en general, en la librería existen otros rotámeros a partir de
los uales es posible reonstruir un entroide más erano al entroide nativo,
obteniéndose un valor de 〈r〉 para ada estrutura signiativamente inferior al
obtenido utilizando omo método de reonstruión ualquiera de los otros dos
menionados anteriormente.
Esto india que el heho de onsiderar la exibilidad intrínsea de las adenas laterales
supone una ventaja frente a la utilizaión de métodos rígidos, omo el de Park y Levitt,
de ara a situar los entroides de los distintos aminoáidos en la onformaión nativa.
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Para nalizar la evaluaión de la librería, además de las estruturas que forman
parte de la base de datos, hemos seleionado una serie de proteínas distintas a las
que hemos utilizado para alular los rotámeros, uya estrutura nativa también está
resuelta y disponible en el PDB. Las 46 estruturas seleionadas se han lasiado en 5
ategorías de auerdo a dos riterios diferentes: según el elemento de estrutura seun-
daria predominante y en funión de la ténia experimental utilizada para resolver ada
estrutura. Su orrespondiente ódigo PDB, así omo el número de residuos inluidos
en la evaluaión para ada una de ellas (N ′), se muestra en Tabla 2.3.
El análisis apliado ahora sobre los entroides reonstruidos seleionando los ro-
támeros de la librería independientemente de la probabilidad de éstos, es algo distinto:
tras evaluar individualmente un número signiativo de valores de r(i) utilizados en el
álulo de los distintos promedios on la Euaión 2.5, mostrados en el análisis ante-
Categoría Estruturas ( Código PDB (N ′))
todo α 1A7W (60), 1AF3 (131), 1AIL (62), 1CC5 (65), 1ENH (50),
1F1F (76), 1GAK (121), 1P7N (150), 1ROP (54), 2IG3 (111)
todo β 15C8 (181), 1A1X (92), 1A3K (117), 1ACX (87), 1A6H (78),
1AME (54), 1BFG (108), 1WBA (139), 2IOO (157), 4GCR (151)
α-β 121P (150), 1A3S (129), 1AGI (105), 1AYD (85), 1B1I (103),
1BK7 (162), 1JHY (286), 1PGB (50), 2FOX (119), 7RAT (103)
↓% estrutura 1AAP (46), 1AB1 (36), 1BIK (89), 1EYT (69), 1Z3S (184),
seundaria 2HIP (58)
RMN 1A23 (166), 1AK6 (153), 1BBL (30), 1DEM (50), 1D8V (243),
1EF5 (82), 1F7W (121), 1HNR (39), 1KM7 (88), 2GB1 (50)
Tabla 2.3: Clasiaión de las 46 estruturas nativas no inluidas en
la base de datos original, sometidas a las pruebas de reonstruión de
entroides. Las estruturas inluidas en las 4 primeras ategorías fueron
resultas mediante difraión de rayos X.
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rior, observamos una mayor desviaión de los entroides reonstruidos respeto a los
entroides de referenia uando se trata de aminoáidos espeialmente voluminosos, on
un valor elevado para 〈dn〉, o muy exibles, para los uales la librería inluye rotámeros
a varias distanias 〈dn〉 del C
α
(ver Tabla 2.2). En estos asos, valores relativamente
elevados de r(i) no indian, neesariamente, una baja exatitud en la reonstruión del
entroide. Por eso, para eliminar esta dependenia, la distania r(i) alulada para ada
residuo se divide entre un fator de orreión que depende de ada tipo de aminoáido:
la mitad de la distania utilizada por Park y Levitt
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(dpln ). Hemos alulado una nueva












Inluir esta modiaión en el álulo permite una evaluaión senilla de ada uno
de los rotámeros reonstruidos eliminando ualquier arbitrariedad a la hora de estimar la
abilidad de la reonstruión sea ual sea la naturaleza del residuo: un valor de r′(i) > 1
india que el rotámero en uestión ha sido reonstruido fuera del límite de tolerania
de nuestra librería jado, omo sabemos, en 30
◦
(ver Panel () de la Figura 2.9). El
valor medio de r′, alulado para ada estrutura, de nuevo nos da una idea global
sobre la eaia del proeso de reonstruión. Los resultados para ada una de las
46 estruturas evaluadas de este modo (Tabla 2.3) se observan en la Figura 2.12. En
esta Figura se muestran, oloreadas en funión de la ategoría a la que perteneen, los
valores promedio de ada estrutura así omo su desviaión. En todos los asos estos dos
parámetros son bajos, omo abe esperar siempre que la gran mayoría de los entroides
hayan sido reonstruidos muy era de los nativos de referenia, y la media es inferior
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Figura 2.12: Resultados promedio para r′ obtenidos para las 46 estru-
turas evaluadas representadas en funión de la ategoría a la que perte-
neen.
a 1, lo que india que, en promedio, la reonstruión se produe dentro del límite de
tolerania de nuestra librería. Estos resultados tampoo revelan ninguna dependenia ni
on el tamaño de la proteína ni on el tipo de estrutura seundaria presente de forma
mayoritaria en ada uno de las estruturas analizadas. Sin embargo, tanto los promedios
más elevados omo las barras de desviaión más grandes se observan en el onjunto de
estruturas resueltas mediante Resonania Magnétia Nulear (representadas en negro
en la Figura 2.12).
Para evaluar on detalle estas diferenias, hemos seleionado dos de las estru-
turas empleadas en este estudio, ambas orrespondientes al dominio B1 de la proteína
G de Streptoous: la primera de ellas, resuelta por difraión de rayos X y deposi-
tada en el PDB on el ódigo 1PGB
107
, y la segunda estrutura, resuelta por RMN,
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identiada omo 2GB1
108
. Las diferenias enontradas en el valor de r′(i) para ada
residuo indvidual reonstruido se muestran en la gráa de la Figura 2.13. Globalmente,
los valores individuales alulados para la estrutura de rayos X (oloreados en negro
en la Figura) son inferiores que los alulados para la estrutura de RMN (en rojo),
omportamiento que ya observamos a partir de las medias globales representadas en
la Figura 2.12. Además, en la estrutura de RMN son 4 los residuos on un valor de
r′(i) > 1 que, sin embargo, se reonstruyen dentro del límite de tolerania de nuestra
librería en la estrutura de rayos X. Este heho, junto a los promedios alulados para el
onjunto de estruturas resueltas por RMN de la Tabla 2.3, revela que, para la mayoría
de los aminoáidos, la eaia de la librería es mayor uando se trata de reonstruir los
entroides en estruturas resueltas por rayos X, que es la ténia mediante la ual fueron
resueltas todas las proteínas inluidas en la base de datos estrutural en la que basamos
el análisis de nuestros rotámeros.
Figura 2.13: Valores individuales de r′(i) alulados en 1PGB y 2GB1.
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De nuevo, hemos onvertido estas evidenias meramente ualitativas en datos uan-
titativos omparables. Para ello, hemos analizado ada uno de los aminoáidos en las 46
proteínas esogidas en esta última omprobaión y hemos evaluado uántos de los en-
troides reonstruidos no umplen el riterio impuesto de máxima divergenia (r′(i) > 1).
Los resultados para ada uno de los aminoáidos evaluados en funión de la ténia ex-
perimental utilizada para la resoluión de las estruturas se muestran en la Tabla 2.4.
Si bien para la mayoría de los aminoáidos (12 de los 19 en este análisis) el por-
entaje de entroides reonstruidos on menor exatitud de la exigida se enuentra muy
por debajo del 5% (hay que reordar aquí que ése es el porentaje máximo de asos que
pueden ser exluidos en los diagramas de puntos utilizados en el álulo de la librería
permitido en este trabajo), existen algunos asos (resaltados en negrita en la Tabla 2.3)
en los que el porentaje de entroides reonstruidos exesivamente lejos del entroide
nativo de referenia supera on rees el 5% de tolerania siendo, en todos los asos,
Aminoáido RX (%) RMN (%) Aminoáido RX (%) RMN (%)
Ala 2.5 4.5 Leu 0.9 14.9
Arg 0.8 0.0 Lys 0.4 2.1
Asn 1.9 11.5 Met 0.0 3.8
Asp 0.0 7.4 Phe 2.3 19.0
Cys 1.5 2.0 Pro 1.9 2.2
Gln 0.0 2.1 Ser 1.1 1.5
Glu 0.8 0.0 Thr 0.8 30.0
Gly - - Trp 1.5 0.0
His 2.1 10.0 Tyr 1.8 4.2
Ile 0.5 0.0 Val 1.0 9.8
Tabla 2.4: Porentaje de entroides reonstruidos de naturaleza n que
no umplen el riterio de divergenia máxima apliado a la librería de
rotámeros.
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estruturas resueltas por Resonania Magnétia Nulear.
2.4. Método de simulaión
Cada método de simulaión es adeuado para evaluar una serie de propiedades
físias onretas en los sistemas de interés y debe elegirse, además, en funión de la
resoluión esogida tanto para representar la geometría del sistema de estudio omo las
interaiones que en él se estableen. En este trabajo se estudian los aspetos termodiná-
mios del plegamiento de proteínas, de modo que hemos optado por el método de Monte
Carlo ombinado on la ténia de parallel tempering
109,110
para explorar eazmente la
superie onformaional aesible a ada sistema proteio onreto minimizando la po-
sibilidad de que el muestreo quede atrapado en mínimos loales
111
y poder así reproduir
después la distribuión de estados de equilibrio del sistema a las distintas temperaturas
a las que se realiza el análisis.
El método de Monte Carlo, omo adelantamos en la Seión 2.1, onsiste en un
muestreo aleatorio de la superie de energía del sistema
99
sujeto a una probabilidad
que, a su vez, es funión de las ondiiones de temperatura y de energía. Esta probabi-
lidad viene dada por el fator de Boltzmann y está inluida en el muestreo a través del
denominado riterio de Metropolis
112
. Tradiionalmente, el método de Monte Carlo se
ha apliado a temperatura onstante o bajo un esquema que onsiste en variar gradual-
mente la temperatura de la simulaión. Sin embargo, resulta más eaz la ténia de
interambio de réplias o parallel tempering. Esta ténia onsiste en repliar el sistema
Rp vees permitiendo que ada réplia o opia, que se enuentra a una temperatura
diferente, evoluione de forma independiente hasta alanzar la distribuión de Boltz-
mann orrespondiente a su temperatura. Transurrido un ierto número de pasos en la
simulaión, se intenta el interambio de onguraiones entre pares de temperaturas on-
seutivas. La probabilidad de que el interambio se produza depende de la variaión de
energía y la diferenia de temperatura entre las réplias involuradas. Cuando el solapa-
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miento entre las distribuiones de energía de las distintas temperaturas es adeuado, los
suesivos interambios permiten el viaje de las réplias por las distintas temperaturas
inluidas en las simulaión. Esta metodología nos garantiza una exploraión apropiada
del espaio onformaional aesible al sistema inluso a temperaturas bajas, ya que es
posible salir de mínimos loales por interambio on la onformaión iniialmente a una
temperatura superior, evitando así problemas de muestreo.
El riterio de Metropolis es, omo hemos diho, el ltro estadístio utilizado
para determinar on qué probabilidad se aepta o se rehaza tanto un interambio entre
réplias onseutivas omo el simple movimiento de una unidad individual dentro del
esquema de Monte Carlo. La idea es la siguiente: supongamos que partimos de una
onguraión aleatoria C0 de energía iniial E0 en equilibrio a una ierta temperatura T .
A partir de esta onguraión se rea una nueva de energía E1 a la misma temperatura.
Entones:
1. Si E1 < Eo la nueva onguraión C1 se aepta automátiamente, sustituyendo a
la anterior.
2. Si E1 ≥ Eo la probabilidad de que se produza un ambio de un estado a otro de





= exp[−β(E1 − E0)] = exp(−β∆E) (2.9)
donde β = 1/kbT , siendo kb la onstante de Boltzmann y T la temperatura. Para
aeptar la nueva onguraión de mayor energía on una probabilidad p01 se genera
un número aleatorio λ en el intervalo (0,1). Si λ < exp(−β∆E), el movimiento
se aepta y la onguraión C1 pasa a ser áquella a partir del ual se genera
la siguiente. Si λ > exp(−β∆E), la nueva onguraión se rehaza y el sistema
no evoluiona haia el estado de energía E1. El estado C0 se uenta de nuevo y
onstituye el punto de partida para generar la próxima onguraión. Este riterio
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se ilustra en el Panel (a) de la Figura 2.14.
Si se trata de un interambio de onguraiones entre pares de temperaturas onseutivas
en el que están impliadas dos réplias independientes, la probabilidad pex de que el
estado de energía E0 a una temperatura T0 se interambie por el estado de energía E1
a una temperatura T1 se alula:
pex = p01 × p10 = exp[−β0(E1 − E0)] exp[−β1(E0 − E1)] (2.10)
Que puede expresarse omo:
pex = exp[(β1 − β0)(E1 − E0)] = exp(∆β∆E) (2.11)
donde, omo hemos expliado antes, la probabilidad de aeptaión del interambio será
pex. La freuenia on la que se intenta un interambio de réplias es una variable
lave para el buen funionamiento del parallel tempering. Una freuenia de interambio
demasiado alta no permite al sistema perder la memoria, es deir, alanzar el equilibrio
a la nueva temperatura tras el interambio. Por el ontrario, disminuir exesivamente la
freuenia redue el número de interambios aeptados y el muestreo de la superie de
energía resulta menos eaz. Las simulaiones de este trabajo se han adaptado a ada
proteína onreta por lo que la freuenia on la que hemos intentado los interambios
varía en ada aso, tal y omo veremos en los apítulos orrespondientes. A media que
progresa la simulaión se van generando onguraiones distintas representativas del
estado energétio del sistema en ada punto de la superie. Cada uno de los intentos
realizados para mover una o varias unidades de la adena peptídia se denomina paso de
Monte Carlo y se esquematiza en el diagrama de ujo del Panel (b) de la Figura 2.14.
Un onjuntoMc de pasos de Monte Carlo igual al número de aminoáidos de la proteína
da lugar a lo que llamamos ilo de Monte Carlo. En este trabajo, una simulaión
ompleta está formada por varios millones de ilos de Monte Carlo, dentro de los uales
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Figura 2.14: (a) Criterio de Metropolis
112
. (b) Paso de Monte Carlo.
Tras generar una nueva onguraión (paso 1), se evalúa la variaión
de energía en el sistema(2). Si el movimiento provoa una disminuión
de energía (3), la nueva onguraión generada reemplaza a la anterior
y sirve omo punto de partida para generar la siguiente en un nuevo
paso. El sistema puede evoluionar haia energías más altas (4) sí y
sólo sí Metropolis lo permite (paso 4a). De lo ontrario (4b), la nueva
onformaión del sistema es rehazada.
se intenta el movimiento de todas las unidades que omponen la adena proteia. Parte
de estos ilos orresponden a la llamada etapa de termalizaión donde no se registran
las propiedades del sistema, dejando que alane la onguraión de equilibrio a ada
temperatura. Una vez equilibrado, omienza el registro de las propiedades de interés a
lo largo de una serie muy grande de ilos de Monte Carlo adiionales. Tanto el número
de ilos de equilibrado omo de los ilos de Monte Carlo posteriores dependen, omo
veremos, del sistema proteio estudiado.
La posiión del arbono α de las distintas unidades se puede modiar de varias
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formas:
1. Cuando se trata del aminoáido situado en alguno de los extremos de la adena,
éste se mueve modiando de manera aleatoria el vetor de enlae virtual que lo
mantiene unido al residuo veino (Panel (a) de la Figura 2.15).
2. Las unidades del interior de la adena puede moverse según tres tipos de movi-
mientos:
a) El primero de ellos, o movimiento de tipo spike, onsiste en la rotaión del
Cαi alrededor del eje que une los aminoáidos ontiguos i−1 e i+1 (Panel (b)
de la Figura 2.15).
b) En el segundo tipo de movimiento, esquematizado en el Panel () de la Fi-
gura 2.15, se genera una nueva posiión para el Cα del residuo i reando un
nuevo vetor de enlae al azar. El resto de la adena se ve arrastrada, su-
friendo un desplazamiento análogo al del residuo i, sin modiar sus vetores
de enlae.
) En un movimiento de pivote todo un fragmento de la adena, desde el ar-
bono α del aminoáido i hasta el extremo, rota alrededor de alguno de los
ejes artesinanos, según se india en el Panel (d) de la misma Figura.
Cualquiera de estos movimientos modia la onformaión de la adena a nivel de
esqueleto. El siguiente paso, una vez realizado el movimiento de una o varias unidades,
onsiste en omprobar en la nueva onguraión que no existen solapamientos entre
residuos antes de pasar al álulo de energía y aeptar o no el movimiento de auerdo
al riterio de Metropolis expliado previamente (omo ya sabemos, ada unidad es, a
nivel de arbonos α, una esfera impenetrable para la que hemos denido un diámetro
de 4.18 Å (ver Seión 2.2.1)). Sin embargo, uando en el modelo está inluida además
la informaión debida a la seuenia de aminoáidos es neesario determinar la posiión
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Figura 2.15: Movimientos posibles para los arbonos α (Figura adap-
tada de
83
). (a) Extremos de la adena. (b) Movimiento de tipo spike.
() Movimiento de arrastre interno. (d) Movimiento de pivote alrededor
del eje z.
de la adena lateral de ada uno de los residuos de la proteína en la nueva onforma-
ión (reordemos que el potenial Zh se dene entre un par de entroides SCi, SCj de
naturaleza n,m). En este aso, y tras omprobar que no existen solapamientos entre
arbonos α, proedemos de la siguiente forma:
1. Si en el movimiento sólo está impliado alguno de los residuos de los extremos de
la adena, nuestro modelo no permite reonstruir el entroide sobre éste. A efetos
prátios, los residuos de los extremos no se diferenian del resto de gliinas pre-
sentes en la seuenia, por lo que son onsideradas omo tal también en términos
energétios. Sin embargo, la generaión de un nuevo vetor de enlae entre el resi-
duo del extremo y el residuo inmediatamente unido a él modia la onguraión
de esqueleto loal de este último que es funión de la distania d13. Por tanto, re-
urrimos a la librería de rotámeros para seleionar, al azar, uno de los rotámeros
aesibles en funión de la nueva onguraión loal alulada para ese residuo. A
partir de los parámetros 〈dn〉, θ y ϕ del rotámero elegido, se reonstruye el nuevo
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entroide (Panel (a) de la Figura 2.16).
2. En ualquiera del resto de movimientos esquematizados en la Figura 2.15, es nee-
saria la reonstruión de al menos 2 entroides a partir de los rotámeros elegidos
aleatoriamente en nuestra librería dependiente de esqueleto. La reonstruión
sólo es neesaria sobre el residuo i seleionado en ada paso y sobre ualquier
otro residuo de la adena donde se modique la onformaión loal de esqueleto
a onseuenia del movimiento (Panel (b)). De no ser así, sobre estos entroides
de la onformaión de partida C0 se aplia el mismo desplazamiento que sufre su
arbono α (paneles () y (d) de la Figura 2.16).
Paralelo a este proeso de reonstruión y/o desplazamiento de todos los en-
troides de la adena, nos aseguramos de que éstos no solapen ni entre ellos ni on los
arbonos α del esqueleto. En este trabajo hemos estimado, a partir de las urvas de
potenial Zh para ada par de aminoáidos de naturaleza químia n,m, una distania
por debajo de la ual la repulsión entre adenas laterales es tal que impide que éstas se
aproximen en exeso. Lo adelantamos en la Seión 2.2.2 y lo evaluaremos on detalle
en el Capítulo 3: esta distania, rvnm, se dene omo el máximo valor de la distania
entre un par de aminoáidos por debajo de la ual el valor del potenial EZnm = 3.3 (ver
Euaión 2.2). Cuando se trata de evaluar los posibles solapamientos entre los distintos
entroides y los arbonos α del esqueleto, la distania de orte utilizada se estima onsi-
derando omo volumen exluido de los C
α
el volumen orrespondiente a un aminoáido
de gliina (Gly). El valor asignado para ada una de las distanias de orte utilizadas
en este trabajo se indió en la matriz de la Figura 2.4. Los valores de diha matriz
orrespondientes a los pares X-Gly (rvnG) son los que hemos utilizado para evaluar los
solapamientos entre un entroide de naturaleza n y ualquier arbono α del esqueleto en
nuestro modelo. Tras esta omprobaión, se evalúa la energía de aquellas onformaiones
en las que no se registra ningún solapamiento y se aplia el riterio de Metropolis para
aeptar o rehazar el movimiento.
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Figura 2.16: Centroides reonstruidos tras ada paso de Monte Carlo
en funión del tipo de movimiento de esqueleto. (a) Movimiento del pri-
mer residuo de la adena. Se reonstruye el entroide sobre el arbono Cα2
onsiderando la nueva dependenia on el esqueleto, dada por la distania
d13
′
. (b) Movimiento de tipo spike. Además del entroide del residuo i,
se reonstruyen los entroides SCi−1 y SCi+1. () Movimiento de arras-
tre interno. Este movimiento obliga a reonstruir 2 entroides (SCi−1 y
SCi). Los demás ( desde SCi+1 hasta SCN−1) se ven arrastrados junto
a sus respetivos arbonos α. (d) Movimiento de pivote. Se reonstru-
yen dos entroides (SCi−1 y SCi) y se desplazan los demás aoplados al
movimiento del esqueleto.
En esta Tesis hemos estudiado distintos sistemas proteios. Para ada sistema, se
llevan a abo varias simulaiones independientes dentro del oletivo anónio (NV T )99.
En ada una de estas simulaiones se parte de una onguraión iniial extendida de la
adena proteia. De esta manera aumenta la abilidad estadístia de nuestros resulta-
dos. Una simulaión ompleta, omo sabemos, está formada por millones de ilos de
Monte Carlo a lo largo de los uales no sólo se realizan movimientos más o menos loales
a lo largo de la adena peptídia, sino que se intenta el interambio entre réplias de
temperaturas onseutivas on una freuenia que varía de unos sistemas a otros. Pero
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sólo uando el sistema está equilibrado a ada temperatura, tras superar los orrespon-
dientes ilos de la etapa de termalizaión, la informaión obtenida de la simulaión
omienza a registrarse. Para evitar la orrelaión entre las onguraiones que se regis-
tran y obtener un onjunto signiativo de onformaiones que sea representativo de
los distintos estados termodinámios, el registro de propiedades se hae, normalmente,
ada 1000 ilos. Para registrar la estrutura esperamos algo más, unos 10000 ilos. Del
tratamiento y del análisis de los datos obtenidos nos oupamos en la siguiente y última
seión de este apítulo.
2.5. Análisis de resultados
A partir de la simulaión, se obtienen varios heros a ada una de las tempera-
turas:
1. Por un lado se obtienen datos sobre la energía del sistema desglosados por ontri-
buiones, tanto nativas omo no nativas uando el potenial Zh está inluido en
la funión de energía del sistema.
2. Igualmente, se obtienen datos estruturales entre los que se inluyen el número
de ontatos nativos presentes en una determinada onguraión. El álulo de
ontatos nativos residuales en ada estrutura a lo largo de la simulaión se hae
a partir del orrespondiente mapa de ontatos en la estrutura nativa. En el aso
de las interaiones de largo alane, se onsidera que existe un ontato nativo
residual entre un par de residuos i, j, en ontato en el estado nativo, si éstos
se enuentran a una distania que sólo diere de la nativa en un 10% o menos.
En el aso de las interaiones loales la tolerania se redue al 5%. Otra variable
estrutural interesante es el radio de giro (Rg) que se alula omo la raíz uadrada
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donde rCM es la posiión del entro de masas y r
ca(i) la posiión del Cα del residuo
i. Por último, se alula el valor de rmsd (root mean square deviation). Este valor es
una medida de la similitud de dos estruturas alulada a nivel de sus esqueletos.
Para alularlo se busa la mejor superposiión de sus Cα y después se alula la













donde rcak (i) es la posiión del C
α
del residuo i en la estrutura k y N es el
número de aminoáidos. Cuanto mayor es esta desviaión, más diferentes son las
estruturas. A lo largo de las distintas simulaiones hemos registrado el valor de
rmsd para ada onguraión instantánea on respeto a la estrutura nativa.
También es posible, y así lo hemos heho en este trabajo, omparar la similitud
estrutural que existe úniamente entre fragmentos de la proteína. La omparaión
de estos valores de rmsd parial alulados a partir de un número onreto de
aminoáidos situados en regiones de la proteína a priori interesantes permite,
uando es neesario, determinar on mayor nivel de detalle uáles son las regiones
proteias donde se onentran las mayores diferenias, a nivel estrutural, entre
las onformaiones omparadas.
Los datos de energía registrados diretamente de las simulaión permiten obtener
otras propiedades termodinámias, a vees medibles experimentalmente, que propor-
ionan informaión sobre el sistema. Una propiedad de gran importania en la termo-
dinámia del plegamiento de proteínas es la apaidad aloría. La variaión de esta
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propiedad nos da informaión, por ejemplo, aera de la temperatura de transiión, Tm,
o el tipo de tránsito que está teniendo lugar. Al estar trabajando en el oletivo anó-
nio podemos alular la apaidad aloría a partir de las utuaiones de energía a
temperatura y volumen onstante
114




[〈E∗2〉 − 〈E∗〉2] (2.14)
Cuando tiene lugar una transiión de plegamiento se produe un ambio estrutural y
energétio que provoa que las utuaiones en la energía a una temperatura dada sean
elevadas. Por eso, aparee un máximo en la apaidad aloría a la temperatura del
tránsito. Del perl que presenta la urva de C∗v se obtiene informaión sobre el tipo de
transiión. Así, dos o más pios en la urva indian la presenia de estados intermedios
estables en la ruta de plegamiento.
Como hemos visto a lo largo de este apítulo, las magnitudes on las que trabaja-









donde kb es la onstante de Boltzmann y Tref es una temperatura de referenia. El
heho de utilizar magnitudes reduidas y de expresar los resultados de auerdo a dihas
magnitudes diulta la omparaión direta de nuestros resultados de simulaión on
los experimentales. Sin embargo, sí es posible evaluar ualitativamente la inuenia de
los distintos fatores de interés para nosotros en el proeso de plegamiento, que es lo
que nos hemos propuesto en esta Tesis.
Además del análisis de la apaidad aloría, también se extrae muha informa-
ión útil de los perles de energía libre del sistema a distintas temperaturas. Como ya
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sabemos, y graias a la ténia de parallel tempering, nuestro método de simulaión
permite un muestreo muy ompleto del espaio onformaional aesible a ualquier
temperatura, inluso a las más bajas, sin que el sistema quede atrapado en mínimos
loales. Pues bien, es posible aprovehar la informaión registrada a ada temperatura
individual y ombinarla mediante el método de histogramas ruzados o WHAM (weigh-
ted histogram analysis method)
115,116
para obtener el perl de energía libre a ualquier
temperatura. Así, dada la energía y la entropía de un estado m es posible alular, a
ualquier temperatura, la energía libre de Helmholtz de diho estado mediante la eua-
ión:
Am(T ) = Em − T × Sm (2.17)
donde, la entropía del estado m se alula a partir de la funión de densidad de estados
Ωm:
Sm = kb ln Ωm (2.18)
La ventaja de este método es que permite alular la densidad de ada estado m a partir
de los datos de la simulaión evaluando el número de onguraiones en un intervalo
de energía ∆E alrededor de Em respeto al número total de onguraiones reogido a
ada temperatura
83
. Representando Am(T ) frente a Em se obtiene el perl de energía
libre a la temperatura T . En la Figura 1.8 ya mostramos, oloreados en naranja, algunos
perles araterístios obtenidos on este método a la temperatura de transiión.
Una vez desrito tanto el modelo de simulaión omo el proeso de álulo y el
tratamiento de todas las propiedades importantes para araterizar el sistema, podemos
abordar la uestión entral de esta Tesis. El desarrollo de un potenial híbrido en el
que se ombine tanto la informaión proedente de la topología del estado nativo omo
aquella no nativa, odiada en la seuenia ovalente de aminoáidos.
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Capítulo 3
Inuenia de la topología y la seuenia en el
plegamiento de proteínas
El proeso del plegamiento de proteínas globulares en medio auoso es tremenda-
mente omplejo y sus araterístias están determinadas por la forma y la rugosidad
de la superie de energía denida por las interaiones existentes en el sistema. Estas
interaiones, omo vimos en el Capítulo 1, se estableen entre distintos residuos de la
proteína y entre éstos y las moléulas del disolvente
36,37
.
Una primera aproximaión senilla al estudio global de este proeso es onsiderar
las interaiones denidas en el estado nativo de la proteína omo las únias interaio-
nes diretoras de la transiión. Esta idea ondue al empleo de poteniales basados en la
topología de N o poteniales tipo G	o (ver detalles en la Seión 2.2.1). Sin embargo, on
estos poteniales la deniión del problema se ve reduida exesivamente al presindir
de informaión de la seuenia a la hora de denir las interaiones presentes. Aunque
resultan perfetamente válidos para estudiar el plegamiento en algunos sistemas protei-
os
83,85
, no es extraño que on estos poteniales no sea posible reproduir, por ejemplo,
aminos de plegamiento diferentes enontrados para proteínas on una estrutura nativa
muy similar pero on distintas seuenias de aminoáidos
69,117,121
.
Es evidente que la informaión odiada en la seuenia no puede ser totalmente
ignorada, sobre todo en aquellos sistemas donde un potenial basado exlusivamente
en la onformaión nativa falla. En estos asos, las diferenias observadas en el proeso
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de plegamiento deben estar relaionadas on la apariión, a lo largo del proeso de
plegamiento, de nuevas interaiones no nativas.
En esta Tesis hemos trabajado para adaptar la resoluión de un modelo de si-
mulaión basado úniamente en la topología del estado nativo, on un únio entro
de interaión por residuo, a los nuevos requerimientos impuestos por la seuenia de
aminoáidos de una proteína. Los pilares básios en los que se fundamenta la introdu-
ión explíita de la seuenia en el nuevo modelo híbrido de simulaión, que ya fueron
introduidos a lo largo del Capítulo 2, son, omo sabemos:
1. Un potenial de ampo medio para desribir la interaión entre entroides de
las adenas laterales de los distintos residuos
9395
, basado en el análisis estadístio




2. Una librería de rotámeros que nos permite situar, a partir de las oordena-
das de los arbonos α, el entroide de los distintos residuos en ada una de las
onformaiones generadas a lo largo de la simulaión. Esta librería, de naturaleza
estadístia, permite introduir ierta exibilidad al modelo geométrio. Nuestra
librería uenta on un número de rotameros ompatibles on la onformaión de
esqueleto loal de ada tipo de aminoáido a lo largo de la seuenia (Seión 2.3).
Dado que estos poteniales de ampo medio son inapaes por sí solos de obtener de
forma reproduible la estrutura nativa de la proteína a partir de su seuenia de ami-
noáidos, nos planteamos introduir el potenial de seuenia omo una perturbaión al
potenial basado en la topología nativa en una proporión adeuada. De esta forma es
posible analizar la inuenia de la estrutura nativa y de las interaiones de naturaleza
químia entre aminoáidos en la deniión de la superie de energía que ondiiona el
proeso del plegamiento.
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3.1. Motivaiones del apítulo
A lo largo de este apítulo vamos a desarrollar un potenial de plegamiento
híbrido en el que se ombinen dos tipos de poteniales: uno basado en la topología
del estado nativo, o potenial de tipo G	o, y otro basado en la estrutura primaria o
seuenia de aminoáidos. Para ello, omo primera parte del estudio, iremos modiando
el peso relativo de ambas ontribuiones analizando ómo se ve afetada la transiión de
plegamiento. La omparaión de los resultados de simulaión on datos experimentales
será la prueba nal que determine el equilibrio óptimo entre ambas ontribuiones.
Para realizar este análisis hemos esogido una proteína que onstituye un exelen-
te objetivo de estudio a nivel teório, además de por su pequeño tamaño (onsta de 56
aminoáidos), porque ha sido ampliamente estudiada experimentalmente. Se trata del





on el ual se denominará en adelante). La estrutura, de elevada simetría tal y omo
se puede apreiar en el Panel (a) de la Figura 3.1, onsta de dos horquillas β de distinto
tamaño que forman una lámina β sobre la que se dispone una hélie α. Como ya hemos
menionado, existe una gran antidad de informaión experimental sobre el plegamiento
de 1PGB on la que ontrastar los resultados de nuestras simulaiones. El plegamiento
ourre sin la presenia de intermedios termodinámios de auerdo on un proeso oope-
rativo de dos estados
122124
. El estado de transiión se arateriza, además, por presentar
sólo una de las dos horquillas β formada117, en onreto la horquilla βII, oloreada en
amarillo en la imagen de la Figura 3.1.
Una vez determinado el peso relativo óptimo de ambas ontribuiones llevaremos a
abo una serie de experimentos numérios que nos permitirán eslareer de qué manera
el potenial de seuenia inuye en la transiión. Para ello, analizaremos los efetos
debidos al ambio de geometría del modelo y la limitaión de volumen exluido según
el tipo de aminoáido del que se trate, además de los efetos estritamente relaionados
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Figura 3.1: (a) Estrutura nativa del dominio B1 de la proteína G
(1PGB). (b) Estrutura nativa del dominio B1 de la proteína L (2PTL).
Ambas imágenes se han realizado on VMD
17
.
on la interaión (atrativa o repulsiva) estableida entre un par de aminoáidos en
funión de la naturaleza químia de éstos.
Finalmente, analizaremos mediante simulaión la transiión de plegamiento del
domino B1 de la proteína L (2PTL
125
, de auerdo a su ódigo PDB) para estudiar el
efeto que tiene la seuenia sobre el amino de plegamiento de un par de proteínas
que presentan una topología muy pareida en el estado nativo. Esta proteína de 61
aminoáidos presenta en disoluión una estrutura nativa similar a la de 1PGB (ver
Panel (b) de la Figura 3.1) a pesar de que la homología entre sus seuenias no supera
el 15%
117
. Sin embargo, en el estado de transiión es la horquilla βI, destaada en
azul en la representaión de 2PTL, la que se onserva mayoritariamente formada
69
.
Este heho pone de maniesto la existenia de una ruta de plegamiento diferente a
la observada experimentalmente en 1PGB. En base a estas evidenias, que también
han sido onrmadas mediante ténias de simulaión moleular sobre modelos tanto
atómios omo simpliados
118121
, estudiaremos si on nuestro potenial híbrido es
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posible reproduir orretamente la asimetría de la transiión en el aso de estas dos
proteínas, omparando estos resultados on los obtenidos al simular este proeso on un
potenial 100% G	o, basado exlusivamente en la topología del estado nativo.
En la seión siguiente disutimos los resultados obtenidos de las distintas simula-
iones realizadas on diferentes pesos relativos para las dos ontribuiones (topología y
seuenia) al potenial híbrido de interaión, para enontrar el valor óptimo de diho
peso, que vendrá representado por el parámetro ξ.
3.2. Optimizaión del potenial híbrido: el parámetro ξ
Con el propósito de inluir en nuestro modelo de simulaión, de una manera explí-
ita, las interaiones debidas a la seuenia de aminoáidos, nosotros hemos utilizado
un entro adiional a la hora de representar los distintos aminoáidos de la proteína, tal y
omo se detalla en el Capítulo 2 de esta memoria. Las orrespondientes representaiones
reduidas de la proteína 1PGB en funión de los distintos niveles de resoluión menio-
nados se muestran en los paneles (b) y () de la Figura 3.2 junto a una representaión
atómia de la estrutura en el Panel (a).
La funión de potenial se adapta a la nueva geometría a través de la omponente
de largo alane, mientras que la omponente de orto alane del potenial permanee
inalterada, y se sigue deniendo igual que en el modelo G	o lásio (Seión 2.2.1).
Empezaremos por detallar las modiaiones introduidas en la ontribuión de largo
alane.
Sea El∗ij la energía de un par de residuos i, j (|j − i| ≥ 4) en una onformaión
ualquiera generada a lo largo de la simulaión. Podemos desomponer la energía de in-
teraión del par de aminoáidos de naturaleza químia n,m, en distintas ontribuiones
de auerdo on la expresión:
El∗ij = (1− ξ)× uij(x
ca





86 Inuenia de la topología y la seuenia en el plegamiento de proteínas
Figura 3.2: (a) Representaión de 1PGB on resoluión atómia.
(b) Representaión reduida del mismo dominio B1 de la proteína G
utilizando el arbono α de ada residuo (en gris) omo entro únio.
() Representaión biéntria de la misma estrutura. Además de por el
arbono α, ada residuo está representado por el entro geométrio de
su adena lateral (en distintos olores sobre la imagen). En el aso de




donde el primer término del sumatorio orresponde a la energía de tipo G	o lásio
alulada en funión del mapa de ontatos de la estrutura nativa orrespondiente.
Diha energía depende de la distania entre arbonos α (rcaij ) del par de residuos que
interaionan respeto a su distania de equilibrio reqij , denida en la estrutura nativa
(ver Euaión 2.1 en la Seión 2.2.1).
El mapa de ontatos de 1PGB se muestra en la Figura 3.3. En esta estrutura
existen un total de 219 ontatos nativos, de los uales 112 son ontatos de largo
alane. Dihos ontatos se estableen mayoritariamente entre la hélie α (residuos del
23 al 36) y la horquilla βI, formada por las hebras β1 y β2 (residuos del 1 al 20). Los
ontatos en la lámina β, formada por 4 hebras, se estableen entre las hebras β1 y β4,
además de entre las hebras que forman ada una de las horquillas: la horquilla βI, ya
menionada, y la horquilla βII, formada por las hebras β3 y β4 (residuos del 42 al 56).
El segundo término de la Euaión 3.1 orresponde a la perturbaión introdui-
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da debido a la seuenia de aminoáidos. Diha interaión depende úniamente de la
naturaleza del par de residuos en ontato y de la distania entre sus entroides (rscij ),
según la Euaión 2.2. El grado en que se introdue la perturbaión en la funión de
potenial es un parámetro ajustable. El valor de ξ se esoge de tal forma que la funión
de potenial resultante permita reproduir, al menos de forma ualitativa, la transiión
de plegamiento observada experimentalmente en 1PGB.
Figura 3.3: Mapa de ontatos nativos obtenido para 1PGB. Sobre los
ejes se muestran esquematizados los distintos elementos de estrutura
seundaria presentes en la onformaión nativa.
Con el objetivo de evaluar el efeto que tiene modiar el valor de ξ sobre diha
transiión, hemos realizado distintas simulaiones independientes partiendo siempre de
una onformaión totalmente extendida de la adena polipeptídia. Hemos modiado
progresivamente el valor de ξ, ajustando en ada aso el intervalo de temperaturas
esogido para asegurar un muestreo eiente del espaio onformaional aesible a la
adena peptídia. El tipo de transiión de plegamiento obtenida on ada modelo de
simulaión para 1PGB se ha omparado on la transiión desrita para esta misma
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proteína mediante el modelo 100% G	o, o modelo G	o lásio, donde ξ = 0 (la seuenia
no está inluida explíitamente en la funión de potenial). Según esto, diha funión
depende exlusivamente del mapa de ontatos de la proteína que se dene en el estado
nativo (ver Figura 3.3). Cada una de las 5 simulaiones independientes realizadas onsta
de 5 ×106 ilos de Monte Carlo tras 1 ×106 ilos de termalizaión previa, on una
freuenia de interambio de réplias de 1 intento ada 500 ilos. Finalmente, hemos
repetido las simulaiones a distintos valores de ξ (0.50, 0.40, 0.30, 0.25, 0.15, 0.10 y
0.05). Vamos a analizar on detalle los resultados obtenidos y a justiar, en funión de
éstos, la eleión nal del parámetro ξ.
En el Panel (a) de la Figura 3.4 se muestran las urvas de apaidad aloría a
volumen onstante en funión de la temperatura obtenidas a partir de las utuaiones
de energía del sistema (Euaión 2.14) para ada valor ξ, promediadas sobre las 5 tra-
yetorias aluladas en ada aso. La temperatura a la ual C∗v es máxima onstituye
la temperatura de transiión (T ∗m) y está indiada, para ada valor de ξ, en el pie de la
Figura. Tal omo vemos, introduir ada vez una mayor ontribuión de seuenia pro-
voa una disminuión en T ∗m. Igualmente, los pios de apaidad aloría son estrehos
a valores de ξ distintos de ero. Esta situaión se invierte por enima de ξ = 0.30.
Las diferenias entre las diferentes eleiones de ξ son todavía más ausadas uando
se analizan los perles de energía libre a la orrespondiente temperatura de transiión.
Estos perles han sido alulados apliando el método WHAM introduido en el Ca-
pítulo 2, y se muestran en el Panel (b) de la Figura 3.4, oloreados en funión del
orrespondiente valor de ξ. En negro se representa el perl obtenido para la transiión
termodinámia desrita úniamente por el mapa de ontatos nativo mostrado en la
Figura 3.3 (ξ = 0). Diho perl presenta una barrera araterístia de una transiión
de dos estados
83
. Sin embargo, y omo ya se había desrito en trabajos anteriores
145
, el
mínimo orrespondiente al estado de más baja energía, o estado plegado a T ∗m (P), que
se obtiene utilizando el mapa de ontatos alulado a partir de esta estrutura es muy
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Figura 3.4: (a) Curvas de apaidad aloría a volumen onstante ob-
tenidas on las distintas ontribuiones de seuenia (ξ). Las orrespon-
dientes temperaturas de transiión (T ∗m), en orden reiente de ξ, son:
0.642, 0.596, 0.584, 0.574, 0.548, 0.536, 0.510 y 0.470. (b) Perles de
energía libre a T ∗m alulados para ada uno los valores de ξ evaluados.
anho, omo onseuenia de la alta variabilidad onformaional enontrada en P.
¾Cuál es el efeto de la seuenia en los perles de energía libre? A la vista de
los resultados podemos deir que, si bien introduir seuenia dene mejor el estado
plegado y aumenta la altura de la barrera, esta tendenia se invierte a valores de ξ por
enima de 0.15 (urva de olor púrpura). Analiemos este efeto on más detalle. Para
ello, vamos a evaluar los resultados de las simulaiones uando ξ = 0.15, valor límite por
enima del ual observamos una variaión en la tendenia general al inluir informaión
dependiente de la naturaleza de los aminoáidos onstituyentes, y ξ = 0.50, que es el
peso máximo que le hemos dado a la seuenia en este trabajo. En este segundo aso la
omponente no nativa del potenial resulta letal a la hora de desribir orretamente el
plegamiento. Lo observamos ya en los perles de energía libre a T ∗m de la Figura 3.4 pero
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haremos hinapié en la reperusión energétia que las interaiones de seuenia tienen
en la transiión una vez más analizando los histogramas de energía total a temperaturas
en torno a T ∗m. En el Panel (a) de la Figura 3.5 se representan los histogramas de
energía a distintas temperaturas para una ontribuión de seuenia ξ = 0.50. La urva
en rojo orresponde al histograma de energía obtenido a la temperatura de transiión.
En el Panel (b) de la misma Figura se representan los histogramas de energía alulados
uando la ontribuión de seuenia disminuye hasta el 15%. De nuevo, oloreado en
rojo y a modo de omparaión, se representa el histograma de energía orrespondiente
a T ∗m para esa ontribuión.
Los histogramas de energía onrman lo que ya observamos en los orrespondientes
perles de energía libre: en el aso de ξ = 0.50 no existen dos máximos en el histograma.
Estos máximos son araterístios de las transiiones de dos estados y sí se observan en
el histograma de energía a T ∗m uando ξ = 0.15. Este heho justia el mínimo únio en
el perl de energía libre orrespondiente mostrado en la Figura 3.4 (urva azul).
¾Cómo son las estruturas que existen en equilibrio a lo largo de la transiión
para ada una de las dos ontribuiones de seuenia analizadas? Tras seleionar y
evaluar visualmente una serie de fotogramas representativos del onjunto global de on-
formaiones en equilibrio a distintas temperaturas por enima de T ∗m generadas en ada
simulaión, podemos armar que las onformaiones obtenidas uando ξ = 0.50 tien-
den a olapsar sobre sí mismas maximizando el número de interaiones de seuenia,
onservando gran parte de ellas inluso a temperaturas muy por enima de T ∗m. En
otras palabras, aumentar la temperatura provoa un olapso inespeío de la adena
peptídia. Por este motivo, no se establee un equilibrio entre onformaiones plegadas
orretamente y otras desplegadas, y la transiión no puede onsiderarse de dos estados.
La variaión on la temperatura de propiedades estruturales omo el rmsd o el radio de
giro (Rg) nos sirve para ilustrar este heho. En la Figura 3.6 representamos la variaión
promedio de ambas propiedades en funión de T ∗ para ada una de las dos transiiones
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Figura 3.5: (a) Histogramas de energía a distintas temperaturas pa-
ra una ontribuión de seuenia en las interaiones de largo alane
del 50%. (b) Histogramas de energía a distintas temperaturas para una
ontribuión de seuenia del 15%.
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Figura 3.6: (a) Variaión del rmsd promedio on la temperatura. (b) Va-
riaión del radio de giro promedio on la temperatura. Ambos prome-
dios se han alulado sobre un total de 5 simulaiones independientes de
1PGB para ada uno de los dos valores de ξ analizados.
evaluadas. Las urvas para ξ = 0.50 presentan una pendiente menos ausada y alanzan,
a temperaturas altas, valores de radio de giro y rmsd inferiores a los que se obtienen on
ξ = 0.15. Esto valores son araterístios de onformaiones on un grado de ompaidad
onsiderable inluso a elevada temperatura.
Hemos ompletado el análisis evaluando la estrutura de las onformaiones ge-
neradas a lo largo de la simulaión a T ∗m para las dos ontribuiones de seuenia. Los
histogramas bidimensionales de poblaión resultantes del análisis ombinado del rmsd y
la energía global (E*) de ada onformaión se muestran en la Figura 3.7. Sobre ambos
histogramas se observan dos regiones: a baja energía se enuentran muy pobladas, en
ambos asos, las onformaiones orretamente plegadas (valores bajos de rmsd). En el
otro extremo, el onjunto de onformaiones menos estables presentan mayores valores
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Figura 3.7: (a) Histograma bidimensional de poblaión obtenido a T ∗m
para ξ = 0.15. A diha temperatura se enuentran en equilibrio on-
formaiones perfetamente plegadas on otras desplegadas por ompleto.
(b) Histograma bidimensional de poblaión obtenido a T ∗m para ξ = 0.50.
En este aso, se identia una únia región en el histograma donde están
inluidas tanto onformaiones plegadas omo onformaiones ompa-
tas que onstituyen el denominado estado olapsado, C.
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de rmsd. Sin embargo, si bien on ξ = 0.15 oexisten en equilibrio a esa temperatura
onformaiones plegadas on otras totalmente abiertas, uando se aumenta el peso de
la seuenia (omo ilustra el aso extremo del 50%) el equilibrio entre estados deja de
existir, desapareiendo la barrera de energía libre (ver Panel (b) de la Figura 3.4). Esta
variaión ontinua en la energía a lo largo de la transiión justia la presenia de es-
truturas omo la que, a modo de ejemplo, aparee sobre el histograma del Panel (b) en
la Figura 3.7.
En resumen, aumentar en exeso el peso de las interaiones de seuenia en la
funión de potenial no permite reproduir la transiión de plegamiento en 1PGB de
forma orreta. El potenial Zh, denido en la Seión 2.2.2, resulta exesivamente
pegajoso por enima de ξ = 0.15 y este efeto se ausa espeialmente a la hora de
araterizar estruturalmente la onformaiones de alta energía a la temperatura de
transiión. Lo que se obtiene, en promedio, es un olapso inespeío de la adena
peptídia y no una apertura ompleta. La apertura de la adena suede, omo ya hemos
visto, a temperaturas muy por enima de T ∗m.
En base a estas observaiones hemos onsiderado omo parámetro ξ óptimo un
valor de 0.15. Hemos diseñado así nuestro nuevo potenial híbrido. Este potenial se-
rá denominado en adelante omo potenial 85G-15Zh, haiendo referenia al peso
relativo de las dos ontribuiones, topología y seuenia, en la omponente de largo
alane.
3.3. Diseión del potenial híbrido: análisis no de la ontri-
buión de seuenia
Una vez determinado el valor óptimo de ξ, vamos a evaluar on más detalle la nue-
va ontribuión de seuenia. El potenial 85G-15Zh permite desribir la transiión del
plegamiento en 1PGB satisfatoriamente. Sin embargo, a la vista de los efetos que tiene
el heho de elevar el peso de las interaiones de seuenia sobre la transiión, se nos
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plantea una uestión en la que meree la pena detenerse: es ierto que el nuevo potenial
híbrido optimizado desribe mejor la transiión en 1PGB que el potenial G	o lásio.
Sin embargo, y omo ya dijimos en la introduión de este apítulo, las modiaiones
en el modelo van más allá de la mera perturbaión en el potenial. Diha perturbaión
no es posible sin una redeniión de la geometría de la proteína. La geometría del mode-
lo ambia, existiendo un entro de interaión adiional, o entroide, que representa la
adena lateral de ada residuo. Sobre este entro atúa ahora la omponente no nativa
de la interaión de largo alane. Estos entroides tienen, en funión de la naturale-
za del aminoáido orrespondiente, un volumen exluido araterístio. De igual modo,
tampoo están permitidos los solapamientos entre las adenas laterales y los arbonos
α del esqueleto. De auerdo on esto, el simple heho de modiar la resoluión geomé-
tria del modelo e introduir un entro adiional (no puntual) sobre ada aminoáido
exluye del muestreo una serie de onformaiones que, si bien no presentan problemas de
solapamiento a nivel de esqueleto α, sí pueden diultar la reoloaión de las adenas
laterales en determinadas regiones de la proteína, prinipalmente en aquéllas altamente
empaquetadas.
3.3.1. Efetos de volumen exluido
Para evaluar el efeto de esta ontribuión repulsiva asoiada al potenial de se-
uenia hemos alulado otras 5 simulaiones independientes, partiendo de una onfor-
maión extendida de la adena peptídia. En éstas, las únias interaiones de largo
alane favorables a lo largo de ada proeso son aquellas determinadas por el mapa de
ontatos nativos de 1PGB mostrado en la Figura 3.3, que atúan entre los arbonos α
del modelo. Por tanto, no existe posibilidad de estabilizaión ausada por interaiones
no nativas. Lo que sí sigue atuando es un potenial de tipo esferas duras tanto entre
los entroides de los aminoáidos entre sí omo entre los entroides de los residuos y los
arbonos α del esqueleto proteio, evitándose de esta manera los solapamientos entre
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ellos.
Como detallamos al nal de la Seión 2.2.2, para ada par de aminoáidos de
naturaleza n,m, hemos alulado una distania de orte entre entroides a partir de la
urva de potenial Zh orrespondiente. Este parámetro, rvn,m, se dene omo el máximo
valor de la distania entre un par de aminoáidos n,m por debajo de la ual no es posible
alular el valor del potenial Zh al no existir asos suientes en el análisis estadístio.
En la Figura 2.4 se muestran todas las distanias rvn,m utilizadas en este trabajo. En esa
misma Figura se indian la distanias de orte utilizadas entre las adenas laterales y los
arbonos α (rvn,CA) que, omo sabemos, se estiman onsiderando omo volumen exluido
de los arbonos α el volumen orrespondiente en nuesto modelo a un aminoáido de
gliina (Gly). Según esto, la distania mínima a la que podemos situar un entroide n de
ualquier arbono α del esqueleto es la distania de orte orrespondiente a la interaión
de seuenia entre diho residuo y la gliina (rvn,G). En los paneles (a) y (b) de la
Figura 3.8 se muestran, a modo de ejemplo, las urvas de potenial Zh orrespondientes
a los pares de residuos Lys-Lys y Lys-Gly. Sobre ada gráa se india, en rojo, el
valor de la distania de orte utilizada en ada aso: entre entroides (rvK,K) y entre un
entroide y ualquier arbono α del esqueleto Estos valores se enuentran reogidos en
la Figura 2.4.
Empezamos analizando la urva de apaidad aloría en funión de la tempera-
tura obtenida de las nuevas simulaiones on este modelo, denominado en adelante omo
modelo híbrido trunado. Diha urva se muestra en el Panel (a) de la Figura 3.9,
oloreada en rojo, junto on las urvas obtenidas on el potenial 85G-15Zh y el modelo
G	o lásio a modo de omparaión.
Se sigue observando un únio pio estreho on un máximo desplazado haia valores
mayores de temperatura que en el aso del potenial 85G-15Zh, pero sin alanzar la T ∗m
obtenida on el modelo G	o lásio. En el Panel (b) de la misma Figura se muestran los
perles de energía libre obtenidos para ada uno de los modelos de simulaión anteriores.
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Figura 3.8: (a) Potenial Zh entre lisinas (Lys-Lys). (b) Potenial Zh
entre el par de aminoáidos lisina-gliina (Lys-Gly).
El nuevo perl alulado, ompatible on una transiión de plegamiento de dos estados,
presenta una barrera superior a la barrera obtenida para la misma transiión on el
modelo 85G-15Zh.
Para analizar on más detalle los efetos de la ontribuión de volumen exluido
en el potenial Zh hemos desarrollado los siguientes experimentos numérios. Hemos
mutado todos los aminoáidos de 1PGB por residuos de alanina, de valina y de lisina,
obteniendo por este proedimiento tres mutantes diferentes en los que, por deniión,
se onserva intata la topología de 1PGB en el estado nativo. Esta suposiión nos per-
mite utilizar el mismo mapa de ontatos nativos de 1PGB que ya onoemos en las
simulaiones llevadas a abo para estudiar el proeso de plegamiento de ada mutante,
una poli-Ala, una poli-Val y una poli-Lys.
La eleión de estos aminoáidos para realizar las mutaiones no es arbitraria. Los
dos primeros, Ala y Val, son poo voluminosos (rvA,A = 3.0 Å, r
v
A,G = 3.0 Å, r
v
V,V = 3.5 Å,
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Figura 3.9: (a) Variaión de la apaidad aloría en funión de la
temperatura para 1PGB. (b) Perles de energía libre a T ∗m on los tres
modelos evaluados.
rvV,G = 3.0 Å) pero dieren signiativamente en el número de rotámeros aesibles.
Las impliaiones de este heho no son triviales teniendo en uenta que, a la hora de
aomodar estos aminoáidos en una región proteia altamente empaquetada, para una
alanina no existe más que una opión por ada una de las 3 posibles onformaiones
loales de esqueleto ontempladas en la librería. Cuando se trata de un residuo de
valina es posible elegir entre distintos rotámeros (un total de 9) alguno que no provoque
solapamientos ni on los residuos veinos ni on los arbonos α del esqueleto proteio.
Lys onstituye un aso extremo tanto por su número de rotámeros aesibles, superior
a 40, omo por su volumen exluido (rvK,K = 4.0 Å, r
v
K,G = 3.0 Å). Teniendo en uenta
estas partiularidades, ¾qué onlusiones podemos extraer del estudio de estos mutantes?
¾Cómo afetan las mutaiones, iertamente extremas, a la transiión de plegamiento?
Para ontestar a estas preguntas, hemos llevado a abo 5 simulaiones indepen-
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dientes on ada uno de los mutantes utilizando el potenial híbrido trunado, es deir el
potenial que tiene su ontribuión de seuenia limitada úniamente a la omponente
repulsiva. En todas ellas hemos partido, omo en los asos anteriores, de una onforma-
ión extendida de la adena peptídia. El resultado del análisis de la apaidad aloría
en funión de la temperatura se muestra en la Figura 3.10. En diha Figura estan re-
presentadas, además de la urva orrespondiente a ada mutante, la urva de apaidad
aloría obtenida on el mismo potenial híbrido trunado para la seuenia original de
1PGB, ya presentada en la Figura 3.9. Además de un desplazamiento de la temperatura
de transiión haia valores inferiores a medida que aumenta el volumen exluido de los
residuos, se apreia un ensanhamiento de los pios. Este ensanhamiento es típio de un
Figura 3.10: Variaión de la apaidad aloría en funión de la tem-
peratura para los tres mutantes evaluados on el modelo híbrido trunado.
Se muestra también la urva obtenida para 1PGB on este modelo a modo
de omparaión.
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tránsito menos ooperativo. Este efeto se observa on laridad en el aso de la poli-Lys,
que es, de los tres mutantes evaluados, en el que se apreian los mayores ambios.
En el Panel (a) de la Figura 3.11 hemos representado algunos de los histogramas
de energía en funión de la temperatura obtenidos para la poli-Lys. En varios de estos
histogramas no se observan 2 sino 3 máximos, heho que evidenia la existenia de
un intermedio termodinámio. La apariión de esta espeie, que también se apreia en
las urvas WHAM aluladas a varias temperaturas próximas a T ∗m, mostradas en el
Panel (b), no tiene mayor relevania aunque onstituye un buen ejemplo del papel tan
importante que juega la parte repulsiva del potenial de seuenia en la transiión de
plegamiento, modiándola por ompleto en este aso.
¾Ourre lo mismo on los otros mutantes? En ambos asos los histogramas de
energía a distintas temperaturas, que no se muestran en esta memoria, no revelaron
la presenia de ningún intermedio termodinámio. También alulamos sus perles de
energía libre a a T ∗m y éstos sí que se muestran en la Figura 3.12. En la misma Figura
también aparee el perl de 1PGB a la temperatura de transiión obtenido on el po-
tenial híbrido trunado. En ambos mutantes se mantiene la ausenia de intermedios,
aunque la altura de la barrera de energía disminuye signiativamente. Además, en ada
mutante se ve afetado mayoritariamente un estado termodinámio distinto: si bien en
la poli-Val el mínimo a energías más bajas (estado plegado) prátiamente se superpone
on el mínimo obtenido para 1PGB on el mismo potenial trunado, el estado plegado
en la poli-Ala sufre una desestabilizaión además de un ensanhamiento. Por el on-
trario, el perl energétio orrespondiente al estado desnaturalizado en este mutante es
similar al desrito para 1PGB, mientras que en la poli-Val está desplazado ligeramente
haia menores valores de energía.
Con estos resultados hemos omprobado el papel de la parte repulsiva del poten-
ial de seuenia en las araterístias de la transiión del plegamiento. A partir de los
experimentos on mutantes, hemos omprobado la importania del volumen exluido a
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Figura 3.11: (a) Histogramas de energía en funión de la temperatura
obtenidos para la poli-Lys on el modelo híbrido trunado. (b) Perles de
energía libre a distintas temperaturas alulados para este mutante on
el mismo modelo trunado.
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Figura 3.12: Perles de energía libre a T ∗m para los mutantes poli-Val y
poli-Ala. El perl alulado para 1PGB on el mismo modelo se muestra
a modo de omparaión.
la hora de onseguir una desripión apropiada de la transiión. Este volumen exluido
no es fáilmente parametrizable debido a su dependenia intrínsea on el tipo de ami-
noáido. Sin embargo, el volumen que nosotros hemos onsiderado en este trabajo (ver
Figura 2.4), obtenido a partir de las urvas del potenial de seuenia para ada par de
aminoáidos, nos permite desribir la transiión de manera razonable.
La siguiente uestión que nos queda por analizar on detalle es el papel de la
ontribuión efetiva del potenial Zh en el proeso de plegamiento. Diha ontribuión
efetiva sí está onsiderada en el potenial híbrido optimizado 85G-15Zh pero no en las
simulaiones realizadas on su versión trunada, donde se tiene en uenta úniamente
los efetos de volumen exluido y uyos resultados aabamos de disutir. La siguiente
uestión que abordaremos es si realmente la parte efetiva del potenial de seuenia
ontribuye a mejorar la deniión de la transiión en 1PGB.
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3.3.2. Efetos de la ontribuión efetiva del potenial Zh
El primer experimento que hemos llevado a abo onsiste en el análisis de la tran-
siión de plegamiento de la poli-Val, uno de los tres mutantes desritos previamente.
La premisa utilizada en este tipo de experimentos, según la ual la estrutura en el
estado nativo de 1PGB es la misma que la estrutura nativa del mutante, sigue siendo
válida ahora. Hemos simulado la transiión utilizando en este aso el potenial híbrido
85G-15Zh y hemos omparado los resultados on los obtenidos para el mismo mutante
utilizando la versión trunada del potenial híbrido. Los resultados se muestran en la
Figura 3.13.
En el Panel (a) de diha Figura se representan las urvas de apaidad aloría
en funión de la temperatura obtenida para este mutante on ambos poteniales. El
máximo obtenido on el potenial 85G-15Zh, muho más anho y menos pronuniado,
es araterístio de una transiión poo ooperativa y no ompatible on un proeso
de dos estados. Este heho se onrma on el orrespondiente perl de energía libre
representado en el Panel (b), donde también aparee el perl obtenido a T ∗m on la
versión trunada del mismo potenial.
Esta análisis resulta tremendamente útil. Ya habíamos omprobado los efetos del
potenial híbrido 85G-15Zh sobre el plegamiento de 1PGB (ver Seión 3.2). Igualmente,
habíamos observado el efeto de la ontribuión repulsiva del potenial de seuenia sobre
la transiión utilizando el potenial híbrido trunado (ver Seión 3.3.1). El estudio de
la transiión en la poli-Val aporta informaión adiional: el heho de alterar mediante
mutaiones la informaión debida a la seuenia de aminoáidos tiene un efeto rítio
sobre la deniión de la transiión de plegamiento. Este efeto es equivalente al observado
en 1PGB uando la ontribuión de seuenia es igual al 50%. Sin embargo, el proeso
de plegamiento desrito para el mismo mutante uando se tiene en uenta úniamente la
ontribuión repulsiva del potenial Zh resulta ser muho más ooperativo, más pareido
a un proeso de plegamiento de dos estados. A partir de estos experimentos, en los que
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Figura 3.13: (a) Variaión de la apaidad aloría en funión de la
temperatura para la poli-Val, on los dos poteniales analizados. (b) Per-
les de energía libre a T ∗m alulados para el mismo mutante.
no se obtiene la misma transiión para el mutante on o sin parte efetiva del potenial
de seuenia en la ontribuión de largo alane, podemos armar que la parte efetiva
del potenial Zh ontiene informaión relevante a la hora de desribir adeuadamente la
transiión de plegamiento en proteínas, y el heho de alterarla tiene un efeto negativo
aun uando el peso de diha interaión de seuenia, omo en este aso, sea el óptimo
alulado.
El papel de la interaión efetiva entre entroides debe ser muy sutil, dada la ele-
vada similitud enontrada a la hora de desribir la transiión de plegamiento en 1PGB
on el potenial híbrido 85G-15Zh y su versión trunada (ver Figura 3.9). Para profun-
dizar un poo más en estas diferenias hemos evaluado la transiión a nivel estrutural.
Como vimos en las seiones anteriores, el rmsd aluado a nivel de arbonos α es una
propiedad útil para este propósito. Aunque no se muestran en esta memoria, las ur-
vas de rmsd promedio en funión de la temperatura obtenidas para 1PGB on ambas
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versiones del potenial híbrido son muy similares, por lo que es difíil extraer de ellas
alguna onlusión lara. Por eso, además de alular un rmsd global que nos da idea
de lo similar o no que es, a nivel general, una onformaión ualquiera de las generadas
a lo largo de la transiión respeto a la estrutura nativa de 1PGB, hemos obtenido 4
valores de rmsd adiionales: un rmsdα, alulado úniamente a partir de los residuos
que forman parte de la hélie α en la estrutura nativa de 1PGB, un rmsdβ, on los
aminoáidos que onstituyen la lámina β inluyendo sus giros, un rmsdβI , alulado on
los aminoáidos que forman parte de la primera horquilla β y, por último, un rmsdβII
on los aminoáidos de la segunda horquilla β.
Hemos analizado, para distintas temperaturas ligeramente por enima de la tem-
peratura de transiión, inluyendo la propia T ∗m, el oletivo de onformaiones en equi-
librio a ada de una de esas temperaturas, alulando los distintos valores de rmsd
enumerados anteriormente. Los resultados obtenidos de este análisis se muestran en los
diferentes paneles de la Figura 3.14. A la izquierda de esta Figura se muestran los histo-
gramas alulados para ada uno de los valores de rmsd, a tres temperaturas distintas,
obtenidos on el modelo híbrido trunado. Cada temperatura se india sobre el panel
orrespondiente.
Empeemos evaluando los resultados de este potenial a la temperatura de tran-
siión (T ∗m = 0.608) mostrados en el Panel (a). Tal y omo se dedue a partir de los
dos máximos presentes en el histograma para el rmsd parial alulado sobre la héli-
e (rmsdα), a diha temperatura existe un equilibrio entre onformaiones en las que
la hélie se enuentra formada y otras donde se ha desheho por ompleto. Para la
lámina observamos el mismo omportamiento: un máximo estreho a rmsd bajos, o-
rrespondiente a las onformaiones orretamente plegadas, y un segundo máximo que
representa aquellas onformaiones donde la lámina ya no existe. Los valores de rmsdβ
en éste estan distribuidos por enima de los 10 Å. Más interesante es lo que les suede
a ambas horquillas β. Se observan dos máximos en el histograma orrespondientes a la
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Figura 3.14: Evoluión on la temperatura de los histogramas de los
rmsd pariales alulados. A la izquierda de la Figura se muestran los
histogramas orrespondientes al modelo híbrido trunado (paneles (a),
(b), ()). A la dereha, los orrespondientes al potenial híbrido inlu-
yendo su ontribuión efetiva.
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horquilla βI (en rojo), y otros dos en el aso de la horquilla βII (en verde), aunque en
este segundo aso el máximo orrespondiente a las onformaiones donde esta horquilla
no está formada aparee a valores inferiores de rmsd respeto al máximo equivalente en
la horquilla βI . Aumentar la temperatura (Panel (b)) provoa una mejor separaión de
los máximos obtenidos para ambas horquillas hasta que, a una T ∗ = 0.620, las urvas
(también las orrespondientes a la hélie y la lámina β) presentan un únio máximo
que india la apertura prátiamente ompleta de la adena polipeptídia (Panel ()).
Vemos en este aso ómo diho máximo en rmsdβII está ligeramente desplazado haia
valores inferiores de rmsd que el orrespondiente a la horquilla βI.
Hemos repetido el mismo análisis on los resultados de simulaión obtenidos uan-
do existe ontribuión efetiva del potenial de seuenia. Los histogramas de los dis-
tintos rmsd pariales resultantes a ada temperatura se muestran en los paneles (d), (e)
y (f) de la Figura 3.14. Con este modelo observamos, a T ∗m (Panel (d)), un equilibrio
entre estruturas similar al que omentamos para el modelo híbrido trunado. Un ligero
aumento de la temperatura (Panel (e)) provoa ambios signiativos en los distintos
histogramas, tal y omo ya hemos visto anteriormente, aunque ahora se apreia una
mayor separaión entre los máximos de los histogramas para ambas horquillas. Final-
mente, para T ∗ = 0.590 (Panel (f)) volvemos a obtener distribuiones on un únio
máximo en todos los asos, siendo la desripión de los orrespondientes a ambas hor-
quillas similar a la que omentamos on el potenial trunado: la urva que se obtiene
para la horquilla βII está entrada a valores inferiores de rmsd que la urva para βI, a
esa temperatura.
Los resultados obtenidos de este análisis on un potenial u otro son equivalentes,
al menos a nivel ualitativo. Como vemos, en ambos modelos se mantiene la asimetría en
las horquillas siendo los valores de rmsd alulados para la horquilla βII inferiores a los
alulados para la horquilla βI, heho que podemos relaionar, on todas las preauiones
posibles, on los datos inétios disponibles que pareen onrmar la existenia de diha
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Figura 3.15: Evoluión on la temperatura de los histogramas de rmsd
parial alulados para las horquillas βI y βII on el modelo G	o lásio.
asimetría, al menos en el estado de transiión.
Para terminar, hemos repetido este mismo análisis utilizando los resultados de
simulaión obtenidos on el modelo G	o lásio empleando un barrido de temperatu-
ras similar a los asos anteriores, a T ∗m (0.640) y ligeramente por enima de ella. Los
resultados se resumen en la Figura 3.15, donde en ada panel están representados los
histogramas de rmsd parial alulados úniamente para las horquillas βI y βII a una
temperatura diferente. Si bien el histograma para la horquilla βI presenta dos máximos
a temperaturas por enima de T ∗m, éstos no apareen en el aso de la horquilla más
pequeña. Este resultado, junto on los presentados anteriormente, onrman el heho
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de que el potenial híbrido 85G-15Zh desribe de forma orreta la transiión en 1PGB,
ontribuyendo a ello tanto los efetos de volumen exluido del entro de interaión adi-
ional dependiente de la seuenia de aminoáidos omo la interaión efetiva de largo
alane estableida entre residuos en funión de su naturaleza químia.
3.4. Análisis del plegamiento de la proteína L
Hemos ompletado el estudio de la inuenia de la seuenia en el proeso de
plegamiento analizando la transiión en otra proteína de estrutura muy similar a 1PGB
pero on diferenias signiativas en su seuenia de aminoáidos. Se trata del domino B1
de la proteína L (2PTL según su ódigo PDB). La topología de 2PTL en el estado nativo
es prátiamente idéntia a la de 1PGB, omo ya vimos en la Figura 3.1. Es neesario
realizar un análisis más uidadoso de ambas estruturas para enontrar diferenias sutiles
pero importantes en la topología del estado nativo, más allá de la diferenia en el número
de aminoáidos (5 residuos más en 2PTL). En los paneles (a) y (b) de la Figura 3.16 se
muestran los mapas de ontatos de largo alane alulados según el modelo G	o lásio
para ambas estruturas. Sobre ellos se indian, mediante írulos, las regiones donde se
loalizan las mayores diferenias en la distribuión de estos ontatos.
Un análisis omparativo de los mapas de ontatos mostrados en la Figura 3.16
revela todavía algunas diferenias más tanto en el número de interaiones estableidas
de orto y de largo alane, omo en la loalizaión a lo largo de ada estrutura de dihos
ontatos
126
. En la Tabla 3.1 se muestran, a modo de resumen, los ontatos nativos de
largo y de orto alane así omo la energía total de tipo G	o (E∗) alulada en el estado
nativo para ada estrutura. También hemos alulado la ontribuión de largo alane a
la energía total del estado nativo dividiéndola después por el número de aminoáidos. Así
obtenemos una ontribuión reduida (El∗red) independiente del tamaño de la proteína,
uyo valor podemos omparar entre ambas estruturas. Se observa que, a pesar de la
menor energía (en valor absoluto) en el estado nativo de 1PGB, la ontribuión de largo
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Figura 3.16: (a) Mapa de ontatos nativos de largo alane en 1PGB.
(b) Mapa de ontatos nativos de largo alane en 2PTL.
alane reduida en esta estrutura es ligeramente superior a la alulada en 2PTL.
Además de en el número y en la distribuión de los ontatos nativos, enontramos
diferenias en el tamaño de sus horquillas β. Éstas tienen el mismo número de residuos
en el aso de 2PTL pero no son equivalentes en 1PGB, donde la mayor es la horquilla βI.
Aabamos de ver ómo las dos estruturas no son tan idéntias omo puede pareer
a primera vista. Es neesario analizar en profundidad el mapa de ontatos de ada una
de ellas para apreiar diferenias en la topología que pueden modiar la transiión lo
Proteína residuos largo alane i− (i+ 2) i− (i+ 3) E∗ El∗red
1PGB 56 112 54 53 -219 -2.00
2PTL 61 119 59 58 -236 -1.95
Tabla 3.1: Resumen de los ontatos nativos para 1PGB y 2PTL según
el modelo G	o lásio. En la Tabla se india, además, la energía total
(E*) de ada estrutura en el estado nativo alulada para este modelo
así omo la ontribuión nativa reduida de largo alane (El∗red).
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suiente omo para justiar por sí mismas la asimetría en el amino de plegamiento
detetada experimentalmente en ambas proteínas. Por tanto, la primera uestión que
debemos abordar es si el modelo G	o lásio −basado en la topología de N− es apaz de
reproduir el plegamiento en 1PGB y 2PTL de forma orreta.
Los resultados obtenidos de las simulaiones realizadas on este modelo de po-
tenial en el aso de 1PGB no son satisfatorios, tal y omo hemos disutido en las
seiones anteriores. Este modelo no desribe adeuadamente el oletivo de onforma-
iones plegadas en equilibrio a energías más bajas. ¾Qué ourre en el aso de 2PTL? Para
omprobarlo hemos llevado a abo 5 simulaiones independientes partiendo en todos los
asos de una onformaión extendida de la adena proteia, optimizando los parámetros
de la simulaión (intervalo de temperaturas, ilos de Monte Carlo, et.) para garantizar
un muestreo eaz de la superie energétia aesible a la adena peptídia a lo largo
de toda la transiión.
En el Panel (a) de la Figura 3.17 se muestran las urvas de apaidad aloría
en funión de la temperatura para ada proteína on el modelo G	o lásio. La urva
orrespondiente a 2PTL presenta un únio pio estreho on un máximo situado a una
temperatura inferior (T ∗m = 0.608) a la de 1PGB (T
∗
m = 0.640). Ésta no es la únia
diferenia importante. En el Panel (b) de la misma Figura se muestran los perles de
energía libre a T ∗m para 2PTL y 1PGB. Aparentemente, el mínimo orrespondiente al
estado plegado es más estreho y está mejor denido en el aso de 2PTL. Además, la
barrera alulada es aproximadamente el doble a la obtenida en 1PGB.
Para terminar el análisis de la transiión en 2PTL desrita on el modelo G	o lá-
sio, hemos alulado los histogramas de los distintos tipos de rmsd, además del global,
en funión de la región proteia de interés: la hélie α, la lámina β o ada una de las
dos horquillas β (βI y βII) por separado. Como ya hiimos en 1PGB, hemos alulado
estos histogramas a distintas temperaturas por enima de la temperatura de transiión
(inluyendo ésta) y hemos entrado el análisis en la evoluión de los histogramas orres-
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Figura 3.17: (a) Curvas de apaidad aloría en funión de la tempe-
ratura para ambos dominos proteios obtenidas on el modelo 100% G	o.
(b) Perles de energía libre a T ∗m para el mismo modelo.
pondientes a las dos horquillas β. En los distintos paneles de la Figura 3.18 se muestran
los resultados de este análisis a las distintas temperaturas esogidas, indiadas sobre a-
da panel. Al nal de la seión anterior ya disutimos la evoluión on la temperatura de
los histogramas para ambas horquillas en 1PGB. Los distintos paneles que se muestran
a la izquierda de la Figura 3.18 ontienen esenialmente la misma informaión que la
Figura 3.15, pero es útil mostrarlos de nuevo para failitar la omparaión entre proteí-
nas: en el histograma orrespondiente a la horquilla βII se observa un únio máximo a
ualquier temperatura.
Los resultados del análisis para 2PTL, en orden reiente de temperaturas, se
muestran en los paneles (e), (f), (g) y (h). En este aso, y en funión de la temperatura,
sí se observan laramente separados los dos máximos esperados en ambas horquillas.
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Figura 3.18: Evoluión on la temperatura de los histogramas de rmsdβI
(urvas en rojo) y rmsdβII (en verde) obtenidos on el potenial G	o lá-
sio. A la izquierda de la Figura se muestran los histogramas orrespon-
dientes a la transiión de 1PGB (paneles (a), (b), (), (d)). A la dereha,
los orrespondientes a 2TPL.
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A la temperatura más alta del análisis enontramos el máximo para el histograma de
rmsdβI desplazado haia un valor de rmsd inferior al observado para rmsdβII , justo al
ontrario que en 1PGB.
Estos resultados, obtenidos a partir de 5 trayetorias independientes, onrman
que las diferenias enontradas en los mapas de ontatos de ambas estruturas nativas
(Figura 3.16) no deben ignorarse, ya que sólo ellas justian la asimetría de omporta-
miento mostrado por sus horquillas a lo largo de la transiión uando en el modelo de
simulaión no se tienen en uenta más que los ontatos, tanto de orto omo de largo
alane, denidos en el estado nativo.
¾Qué efeto tiene entones sobre la transiión de 2PTL perturbar diho potenial
on la omponente de seuenia? La última etapa del análisis onsiste en omprobar
justo esto: en qué medida se modia la transiión en 2PTL on el potenial híbrido
85G-15Zh. Sabemos que este potenial nos permite desribir de forma satisfatoria la
transiión en 1PGB aumentando la ooperatividad y mejorando la deniión del estado
plegado. Además, es posible observar la asimetría en el omportamiento a lo largo de la
transiión de las dos horquillas β obteniendo un resultado omparable (ver Figura 3.14),
al menos a nivel ualitativo, on los resultados experimentales y de simulaión atomístia
existentes en la bibliografía
69,121
.
Los resultados fundamentales obtenidos de las nuevas simulaiones del plegamiento
de 2PTL utilizando el potenial 85G-15Zh se resumen en la Figura 3.19. En el Panel (a)
se muestra la urva de apaidad aloría en funión de la temperatura. El máximo
de la urva, estreho y bien denido, se desplaza haia menores valores de T ∗. En el
Panel (b) se muestran los perles de energía libre a la temperatura de transiión donde
es posible observar las modiaiones tanto en la altura de la barrera omo en la de-
niión del mínimo orrespondiente al estado plegado, que se estreha signiativamente
y sufre una ligera estabilizaión. En los paneles () y (d) se muestra la evoluión on
la temperatura de los histogramas de rmsd parial alulados para las horquillas βI y
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Figura 3.19: (a) Curvas de apaidad aloría en funión de la tempe-
ratura para ada uno de los dos modelos utilizados en el estudio del ple-
gamiento de 2PTL. (b) Perles de energía libre a T ∗m. () Evoluión on
la temperatura de los histogramas de rmsdβI obtenidos on el potenial
híbrido 85G-15Zh. (d) Evoluión on la temperatura de los histogramas
de rmsdβII obtenidos on este mismo potenial.
116 Inuenia de la topología y la seuenia en el plegamiento de proteínas
βII, respetivamente. Hemos esogido tres temperaturas representativas para evaluar la
evoluión de ada horquilla, entre las que se enuentra T ∗m y uyo histograma ha sido o-
loreado en verde, en el aso de rmsdβII (Panel ()), y en rojo en el de rmsdβI (Panel (d)).
¾Qué diferenias existen respeto a los histogramas mostrados en los paneles (e), (f), (g)
y (h) de la Figura 3.18?
Ya a T ∗m observamos dos máximos separados en los histogramas de ambas horqui-
llas. Estos dos máximos siguen presentes uando la temperatura aumenta ligeramente
(T ∗ = 0.534). Disminuye el máximo orrespondiente a las onformaiones plegadas (rmsd
< 2 Å) y se hae más evidente la separaión entre ellos en el aso de la horquilla βII. La
región del histograma orrespondiente al estado desnaturalizado en βII, a esta misma
temperatura, alanza valores signiativos por enima de los 6 Å. Sin embargo, a ese
valor de rmsd, el histograma para la horquilla βI ve reduida su poblaión en aproxima-
damente un terio del valor máximo alanzado en la región desnaturalizada. Es evidente
que las urvas se omportan de distinta forma, si bien es ierto que esta asimetría tam-
bién se observa en los histogramas mostrados en la Figura 3.18. Por último, a la mayor
de las temperaturas analizadas vemos ómo el máximo orrespondiente al estado ple-
gado desaparee del histograma en ambas horquillas, y las distribuiones se extienden
hasta valores elevados de rmsd, on valores que, en promedio, vuelven a ser superiores
en el aso de la horquilla βII.
3.5. Resumen y onlusiones del apítulo
A lo largo de este apítulo hemos ido disutiendo on detalle todos los pasos que
nalmente nos han permitido optimizar y validar un nuevo potenial híbrido para simular
el proeso de plegamiento en proteínas. Para ello, hemos utilizando una proteína pequeña
y muy bien estudiada experimentalmente, el dominio B1 de la proteína G (1PGB), y
hemos omprobado de qué manera afetan las distintas modiaiones introduidas en
el modelo de simulaión a su transiión de plegamiento.
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Hemos empezado ajustando el peso relativo de las dos ontribuiones presentes en
el potenial híbrido: una ontribuión mayoritaria de tipo G	o, basada en los ontatos
estableidos en el estado nativo, y una ontribuión de seuenia, que permite introduir
en la funión de potenial informaión químia odiada en la seuenia de aminoái-
dos. Como hemos visto, el peso de esta ontribuión, que viene dado por el parámetro
ξ, debe ser jado on uidado. Hemos podido omprobar ómo una ontribuión de
seuenia exesiva no permite desribir la transiión de forma adeuada. El potenial
de seuenia, o potenial Zh, resulta exesivamente pegajoso, diultando la apertura
de la adena y provoando que, uando la ontribuión de seuenia exede su valor
óptimo, se obtenga a T ∗m un equilibrio entre onformaiones plegadas orretamente y
estruturas exesivamente ompatas. El valor óptimo de ξ se ja en 0.15, de modo que
la informaión químia debida a la seuenia representa solamente un 15% de la on-
tribuión de largo alane al nuevo potenial híbrido, denominado potenial 85G-15Zh.
Una vez enontrado el valor de ξ, hemos ido analizando on uidado la ontribuión de
seuenia.
En primer lugar hemos evaluado el efeto que tiene la omponente de volumen
exluido sobre la transiión de 1PGB, debido a la utilizaión de un segundo entro
de interaión no puntual, o entroide, sobre la adena lateral de ada aminoáido.
Probamos así una nueva versión del potenial híbrido, que hemos denominado potenial
híbrido trunado, donde sólo atúa la omponente repulsiva del potenial que es la que
evita solapamientos bien entre entroides, bien entre un entroide y ualquier arbono
α del esqueleto. El efeto sobre la transiión, omo se puede ver en la Figura 3.9, es
drástio: hemos observado una mejora respeto a la transiión desrita on un modelo
tipo G	o lásio omparable en términos ualitativos a la que se obtiene on el potenial
85G-15Zh. Hemos llevado a abo, además, el análisis de la transiión de plegamiento en
tres tipos de mutantes numérios on el objetivo de omprobar hasta qué punto inuye
el volumen exluido en la transiión y qué es lo que suede uando éste se modia a
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propósito de forma drástia. De los tres mutantes estudiados, poli-Ala, poli-Val y poli-
Lys, sólo en los dos primeros la transiión sigue siendo de dos estados. En el aso de la
poli-Lys, la mutaión de todos los aminoáidos de 1PGB por lisinas tiene omo resultado
la apariión de un intermedio termodinámio (ver Figura 3.11). De este análisis on la
versión trunada del potenial híbrido, tanto sobre 1PGB (on su seuenia nativa) omo
sobre los distintos mutantes, se dedue la importania de esta ontribuión.
En segundo lugar hemos omprobado el papel de la ontribuión efetiva del poten-
ial de seuenia y de qué manera la apariión de interaiones no denidas en el estado
nativo inuye en las araterístias de la transiión. Hemos reurrido de nuevo a los
experimentos on mutantes eligiendo en este aso la poli-Val para simular su transiión
utilizando el potenial hibrido 85G-15Zh. El objetivo es omprobar si las mejoras obser-
vadas a la hora de desribir la transiión de plegamiento en 1PGB se deben úniamente
a la omponente repulsiva del potenial o si, efetivamente, la ontribuión efetiva es
neesaria. Los resultados para la poli-Val, que se muestran en la Figura 3.13, evidenian
el efeto de la mutaión. Con el potenial 85G-15Zh la transiión de plegamiento en la
poli-Val puede desribirse omo un proeso de tipo downhill o plegamento sin barreras.
Con este modelo se estableen nuevas interaiones atrativas de seuenia a lo largo del
proeso del plegamiento que no teníamos on el potenial trunado. Si el efeto de la
ontribuión efetiva fuese despreiable frente a la omponente repulsiva, el efeto neto
sobre la transiión en la poli-Val no tendría por qué haber sido tan drástio. De esta
manera se onrma el papel de la ontribuión efetiva y la neesidad de ontar también
on esta ontribuión del potenial Zh de ara a desribir orretamente el proeso de
plegamiento de una proteína.
Como última omprobaión, hemos estudiado y omparado el proeso de plega-
miento en 1PGB y en 2PTL, un homólogo estrutural de 1PGB pero on una seuenia
de aminoáidos muy diferente (ver Figura 3.1). La evaluaión previa del proeso de
plegamiento de ambas estruturas on un potenial G	o lásio onrma que estas es-
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truturas no son tan pareidas en el estado nativo omo puede pareer en prinipio
126
.
Aún así, y pese a las diferenias observadas on un potenial basado en la topología del
estado nativo, estudiamos el proeso on el potenial híbrido optimizado. Este potenial
permite mejorar la desripión de la transiión en 2PTL, tal y omo ourre en 1PGB, y
omo revelan los resultados mostrados en la Figura 3.19, tanto a nivel energétio omo
estrutural. Del análisis de rmsd pariales alulados para ada horquilla β de forma
independiente obtenemos un resultado que podemos omparar, al menos de forma uali-
tativa, on los datos inétios tomados de la bibliografía: el potenial 85G-15Zh permite
reproduir la asimetría de las horquillas obteniéndose, a temperaturas ligeramente por
enima de T ∗m, histogramas de rmsd parial que onrman un grado distinto de onser-
vaión para ada horquilla: en 1PGB la horquilla para la ual el histograma de rmsd
parial está entrado a un valor más bajo es βII mientras que en 2PTL enontramos el
mismo omportamiento para la horquilla βI.
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Capítulo 4
Estudio de proteínas globulares on enlaes disulfuro
La onformaión tridimensional que la mayoría de las proteínas adopta en diso-
luión, omo ya hemos menionado en apítulos anteriores, es la que permite a éstas
desarrollar una funión espeía dentro de un organismo vivo. La amplia variedad de




Son muhas las proteínas que desempeñan sus funiones fuera de la élula: nume-
rosas enzimas, fatores de reimiento, hormonas o toxinas atúan, tras ser exretadas,
en un entorno extraelular, en oasiones, hostil. Habitualmente, estas estruturas están
dotadas de meanismos de defensa adiionales frente a proesos de desnaturalizaión
o proteolisis, que oneren al estado nativo una mayor estabilidad al formarse enlaes
adiionales de naturaleza ovalente entre diferentes regiones de una proteína o entre
dos adenas de proteínas distintas. Estos enlaes, onoidos omo puentes o enlaes
disulfuro, se forman uando dos isteínas próximas y on una orientaión adeuada
ondensan tras oxidarse dando lugar a un enlae ovalente (ver Figura 4.1). Este nuevo
enlae disminuye la energía del estado nativo de la proteína al favoreer, por ejemplo,
el empaquetamiento loal de residuos hidrófobos eranos al punto de entreruzamiento
entre las dos isteínas impliadas en diha interaión
128
.
Además de un efeto entálpio favorable, que puede signiar una ganaia de
16 kJ/mol por ada entreruzamiento formado
129
, la presenia de enlaes disulfuro mo-
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Figura 4.1: Formaión de un enlae disulfuro entre dos isteínas. La
oxidaión de los grupos tiol ourre dando lugar a un enlae ovalente.
Dado que el potenial redox en el interior de la élula es redutor, sólo se
enuentran este tipo de entreruzamientos químios, salvo exepiones,
en proteínas extraelulares.
dia de forma signiativa la entropía del estado desnaturalizado al introduir una im-
portante restriión onformaional adiional a la adena polipeptídia
130
, provoando
en muhos asos su desestabilizaión
131133
. Por tanto, el efeto que un enlae disul-
furo va a tener sobre la estabilidad global de una proteína no es, a priori, fáilmente
predeible, ya que afeta simultáneamente a los estados nativo y desnaturalizado. En
aquellos asos en los que la estabilizaión entálpia del estado nativo exeda el efeto
entrópio desfavorable inherente a la mayor restriión onformaional, la estabilidad de
la proteína aumentará de forma signiativa
134
.
Dado que la presenia de enlaes disulfuro en una proteína paree afetar de forma
deisiva tanto a los estados nativo omo a las onformaiones en equilibro en el estado
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desnaturalizado, resulta interesante entender de qué manera modian éstos la morfo-
logía del embudo de energía asoiado a la adena peptídia y, por tanto, el proeso de
plegamiento en sí. En la bibliografía existen numerosos trabajos al respeto, en los que
se analizan los ambios en la transiión de plegamiento induidos por la presenia de este
tipo de entreruzamientos ovalentes bajo una perspetiva inétia y termodinámia
135
.
También se ha araterizado el proeso a nivel mirosópio reurriendo a ténias
de simulaión moleular, seleionando el ampo de fuerzas más adeuado
97,136,137
. En
prinipio, no existen problemas a la hora de simular el plegamiento en este tipo de pro-
teínas mediante Dinámia Moleular, siempre y uando la interaión espeía entre
isteínas se enuentre parametrizada de forma orreta. La desripión de este tipo de
interaiones debe adaptarse a la resoluión atómia impuesta por el modelo de simula-
ión, permitiendo la formaión y la rotura de los entreruzamientos ovalentes a lo largo
del proeso de plegamiento en las ondiiones estudiadas. Sin embargo, la simulaión
por Monte Carlo de este tipo de sistemas, utilizando modelos de resoluión intermedia
y poteniales de interaión no atómios, es menos freuente. Esto es debido a la di-
ultad que la presenia de entreruzamientos ovalentes añade al proeso de muestreo
onformaional del embudo de energía, además de al ariz artesanal inherente a este
tipo de modelos, que evita que sean utilizandos de forma masiva entre la omunidad
ientía que reurre a los métodos de simulaión.
4.1. Motivaiones del apítulo
Pese a su omplejidad, nos propusimos simular la transiión del plegamiento en
proteínas on enlaes disulfuro utilizando la metodología de Monte Carlo ombinada
on distintos modelos de resoluión intermedia. Estos sistemas representan un aso pa-
tente donde es neesario tener en uenta la informaión de la seuenia, al menos para
onsiderar la formaión de los enlaes disulfuro. Para ello, hemos empleado las herra-
mientas desritas en el Capítulo 1 utilizado varias aproximaiones para reproduir el
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omportamiento de los enlaes ovalentes y hemos evaluando de qué manera afetan
estos enlaes a las araterístias globales del plegamiento. Cada una de estas aproxima-
iones es ompatible, omo veremos a lo largo de las distintas seiones de este apítulo,
on un modelo de simulaión diferente.
Para realizar este análisis hemos esogido una proteína que ha sido ampliamente
araterizada experimentalmente. Se trata de la α-latoalbúmina138 (LA), una proteína
que presenta un sitio de unión para ationes tanto mono omo divalentes on una elevada
anidad por el Ca
2+
. El proeso de desnaturalizaión térmia en la LA es tremendamente
omplejo. Las araterístias de la transiión y la presenia de espeies intermedias
observadas en esta proteína dependen estrehamente de las ondiiones del medio. A
modo de ejemplo, en las distintas gráas de la Figura 4.2 se observa la dependenia de
este proeso on el pH.
La variaión de entalpía experimentada tanto por la forma apo (perfetamente
estable en disoluión sin el Ca
2+
) omo por la forma holo es similar
139
. Además, de
auerdo on los datos publiados por Sánhez-Ruiz y olaboradores
140
, el proeso de
plegamiento resulta ser, en ambos asos, altamente ooperativo a pH 5.6. Sin embargo,
en la forma apo se deteta un intermedio de plegamiento al disminuir la fuerza iónia
del medio tanto a pH áido omo neutro
52,140,141
. De ualquier forma, no se observa una
barrera de energía libre signiativa
140
asoiada a la presenia de diha espeie inter-
media, ompata aunque arente de una estrutura tridimensional denida. De auerdo
a los datos experimentales onsultados, la transiión térmia en ausenia de espeies
redutoras y a pH ∼ 7 ourre sin que se deteten estados intermedios de plegamiento.
En este trabajo hemos simulado la transiión del plegamiento en la forma apo de
la proteína (aLA) a pH neutro. Esta proteína ristaliza y su estrutura, resuelta por
ténias de difraión de rayos X, esta disponible en el PDB odiada omo 1F6R
142
.
La aLA, omo se puede ver en la Figura 4.3, onsta de 123 aminoáidos agrupados en 2
dominios: el mayor de ellos, denominado dominio α, y un segundo domino más pequeño o
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Figura 4.2: Dependenia on la temperatura de la poblaión de
los estados nativo, N, desnaturalizado, U, e intermedio, I, en la
α-latoalbúmina, a distintos valores de pH. Las urvas se han extraído
de la Figura 10 del artíulo original
139
.
dominio β. El dominio α está formado mayoritariamente por uatro hélies α (indiadas
en la Figura 4.3 omo H1, H2, H3 y H4) y otras tres hélies 310 (h1, h2 y h4 en la misma
Figura). El dominio β está formado prinipalmente por un lazo que omprende un total
de 20 aminoáidos, una hélie 310 (h3) y una lámina β ompuesta por tres hebras β
que identiaremos omo B1, B2 y B3. Los dos dominios están onetados por enlaes
disulfuro: el primero de ellos entre las isteínas 73 y 91. El segundo entreruzamiento
se establee entre las isteínas 61 y 77. Además, existen otros dos enlaes disulfuro
adiionales que estabilizan la estrutura entre los residuos 6-120 y 28-111 (ambos en el
dominio α). En los paneles (a) y (b) de la Figura 4.3 se observan on detalle estos uatro
entreruzamientos.
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Figura 4.3: Estrutura teriaria de la proteína apo α-latalbúmina
(1F6R). Se representa el domino β en olor verde y en rojo el domi-
nio α. (a) Detalle de los enlaes disulfuro (61,77) y (73-91) entre ambos
dominios. (b) Detalle de los entreruzamientos dentro del dominio α en-
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4.2. Aproximaiones al estudio de la transiión
En esta Tesis hemos estudiado la transiión de plegamiento de la aLA (1F6R)
utilizando tres modelos de simulaión diferentes. Cada modelo ha ondiionado de forma
determinante la deniión energétia del sistema y estas modiaiones se han reejado
tanto en las propiedades termodinámias omo estruturales enontradas en ada aso
a lo largo de la transiión.
En primer lugar, hemos estudiado el proeso de plegamiento en la aLA utilizando
el modelo de simulaión 100% G	o basado, omo sabemos, en los ontatos denidos en
el estado nativo. En este modelo, los enlaes disulfuro presentes en la estrutura son
equivalentes a ualquier otra interaión nativa. Según esto, la interaión entre dos
isteínas que forman un enlae disulfuro no es más intensa que ualquier otro ontato
nativo de largo alane y, en ambos asos, su energía viene dada diretamente por la
Expresión 2.1. Por lo tanto, esta unión puede romperse al elevar la temperatura.
En el segundo modelo hemos tenido en uenta la naturaleza partiular del en-
lae disulfuro. Su naturaleza ovalente hae que este tipo de interaiones onstituyan
auténtios entreruzamientos químios. Estos enlaes permaneen inalterados durante
el proeso de desnaturalizaión térmia uando se realiza en ondiiones oxidantes. Por
tanto, en esta segunda aproximaión se ha introduido un potenial de interaión dis-
tinto entre las isteínas de ada enlae disulfuro de ara a reforzar diha interaión. La
funión de potenial original, de tipo G	o, se mantiene intata en el resto de interaiones
de largo alane.
Por último, hemos utilizando el potenial híbrido 85G-15Zh para evaluar hasta
qué punto la informaión sobre la seuenia de aminoáidos modia las araterístias
globales del plegamiento. Al igual que en la aproximaión anterior, la interaión entre
las isteínas que forman los enlaes disulfuro está reforzada, omo veremos en la se-
ión orrespondiente de este apítulo. Vamos a disutir on detalle ada una de estas
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aproximaiones.
4.2.1. Estudio de la transiión en ondiiones redutoras:
modelo 100% G	o
El modelo que hemos utilizado en primer lugar−el modelo 100% G	o− ha sido des-
rito ampliamente en la Seión 2.2.1. Como sabemos, on este modelo la representaión
geométria de ada aminoáido se ve reduida a un únio entro que se orresponde on
el arbono α de ada residuo y se presinde por ompleto de la naturaleza de ada tipo
de aminoáido (ver Figura 4.4).
Figura 4.4: Representaiones a nivel atómio y reduido de la aLA
(1F6R). Con este modelo, ada aminoáido está representado úniamente
por su arbono α. Imágenes realizadas on VMD17.
El orrespondiente mapa de ontatos nativos se muestra en la Figura 4.5. En
él se reogen las araterístias generales de la estrutura que ya se esbozaron al nal
de la Seión 4.1: prinipalmente, y sin restar importania a los ontatos de orto
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Figura 4.5: Mapa de ontatos nativos para la aLA. Los elementos de
estrutura seundaria están esquematizados a lo largo de los ejes y están
oloreados en funión del dominio al que perteneen: en olor verde apa-
reen los elementos del dominio β y en rojo y naranja los del dominio α.
Sobre el mapa se indian los uatro enlaes disulfuro que existen en la
estrutura nativa.
alane que denen ada elemento de estrutura seundaria por separado, destaan los
ontatos entre ambos dominios. Éstos se estableen entre la región del lazo del domino β
(aminoáidos del 57 al 76) y la hélie H3 (85-99) del domino α. Conetando ambos
dominos enontramos dos de los uatro enlaes disulfuro presentes en la estrutura: los
enlaes entre las isteínas (61-77) y (73-91) (indiados sobre el mapa en olor naranja).
También son signiativos los ontatos de largo alane dentro del propio dominio α.
En ellos se ven impliados mayoritariamente los residuos de la hélie H3 on aquellos
inluidos en la hélie 310 denominada h1 (13-16) y el lazo que oneta h1 on la hélie
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H2 (22-35). Son numerosos también los ontatos entre los aminoáidos de las hélies
H2 y H4 (104-111) y H2 y la hélie 310 h4 (114-119). Además de estos ontatos, en el
dominio α se enuentran los dos enlaes disulfuro restantes: los enlaes entre los pares
de isteínas (6-120) y (28-111) (marados sobre el mapa de ontatos de la Figura 4.5).
A pesar de la simpliidad del modelo, 1F6R es ya, para nuestras posibilidades,
una proteína de tamaño onsiderable y ompliada de simular si, omo en este aso, se
está interesado en estudiar globalmente la transiión ompleta de plegamiento. Como
omentamos en la introduión de este apítulo, nosotros hemos utilizado la ténia de
parallel tempering adaptada al método de simulaión de Monte Carlo, a pesar de la
elevada restriión onformaional en este sistema. Tal y omo hemos heho en el aso
de los dominios proteios 1PGB y 2PTL (uyas araterístias disutimos a lo largo
del Capítulo 3), hemos llevado a abo un número onsiderable de simulaiones indepen-
dientes, partiendo en todos los asos de una onformaión totalmente extendida de la
adena polipeptídia, a distintas temperaturas. Cada una de las simulaiones realiza-
das on este modelo engloba 38 temperaturas, omprende un total de 7 ×106 ilos de
Monte Carlo, de los uales 2 ×106 orresponden al proeso de equilibrado del sistema a
ada temperatura, y la freuenia on la que se intenta un interambio de réplias entre
temperaturas onseutivas es de 1 por ada 5000 ilos.
Como primer resultado de nuestras simulaiones, hemos alulado la urva de
apaidad aloría del sistema en funión de la temperatura, que se muestra en la
Figura 4.6. La Figura muestra un únio pio relativamente estreho, pio que también
se obtiene en los experimentos de alorimetría diferenial
139,140,143
. La temperatura de
transiión se ja en T ∗m = 0.665 (temperatura del máximo en la urva de apaidad
aloría) y la transiión ompleta ourre en un intervalo de temperaturas de ± 5% en
torno a ese valor. Una evaluaión más uidadosa del pio permite detetar la presenia de
un hombro a temperaturas por enima de T ∗m. Este hombro podría indiar la presenia
de un intermedio termodinámio on una poblaión signiativa. En aso armativo,
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Figura 4.6: Dependenia de la apaidad aloría on la temperatura
alulada, en promedio, sobre 5 trayetorias independientes de la aLA on
el modelo G	o lásio. Ambos ejes están expresados en unidades reduidas.
onsiderando que las únias interaiones favorables, en el modelo 100% G	o, son las que
se denen en la estrutura nativa, ¾uáles de esos ontatos estabilizan el intermedio?
¾Qué ontatos nativos son lo que se enuentran onservados de forma mayoritaria?
Para responder a estas preguntas analizamos la transiión desde un punto de vis-
ta mirosópio haiendo un análisis del onjunto de onformaiones que hemos ido
generando a lo largo de ada una de las simulaiones independientes. En una prime-
ra aproximaión alulamos los histogramas de energía a distintas temperaturas. Los
histogramas resultantes para algunas temperaturas esogidas dentro del intervalo de la
transiión se muestran en el Panel (a) de la Figura 4.7. A la menor de las temperaturas
representadas, T ∗ = 0.560, muy por debajo de la temperatura de transiión, el histo-
grama presenta un únio pio estreho a energías bajas, pio que se orresponde on un
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onjunto de onformaiones plegadas en equilibrio a diha temperatura. A temperatu-
ras muy por enima de T ∗m nos enontramos on un omportamiento análogo. De nuevo
obtenemos un solo pio estreho que, en este aso, representa el onjunto de onforma-
iones desplegadas on una energía muho menor en valor absoluto, omo orresponde
a una presenia minoritaria de ontatos nativos a lo largo de la estrutura. A tem-
peraturas eranas a la temperatura de transiión se observa la apariión de un terer
máximo, a valores medios de energía, que india la presenia de un estado intermedio.
Diho intermedio alanza una poblaión onsiderable permitiendo la apariión de ese
nuevo pio independiente en el histograma. Sin embargo, la presenia de un intermedio
termodinámio no es ompatible on un plegamiento todo o nada o de dos estados,
que es el que experimentalmente se ha observado en la aLA a un valor de pH erano
al neutro.
Con el objetivo de uantiar la poblaión de ada uno de los estados observados en
la transiión, hemos analizado detalladamente los histogramas obtenidos a ada una de
las 38 temperaturas de la simulaión. Para ello, hemos integrando el área orrespondiente
a ada pio presente en el histograma. El resultado de este proedimiento numério
se muestra en el panel inferior de la Figura 4.7. En esta gráa se puede observar
laramente ómo el intermedio (I) presenta una poblaión omparable a la que presentan
tanto el estado plegado (P) omo el desnaturalizado (D) en un intervalo estreho de
temperaturas, llegando a ser la espeie predominante en el intervalo 0.670 ± 0.005 . Este
resultado es ompatible on un modelo de transiión de tres estados.
Además de araterizar termodinámiamente el intermedio, hemos analizado sus
araterístias estruturales a la temperatura a la que su poblaión es máxima (T ∗ = 0.670).
Para ello hemos elegido el rmsd omo propiedad omplementaria a la energía total del
sistema (E*) y hemos alulado el histograma bidimensional a esa temperatura que se
muestra en el panel entral de la Figura 4.8. Además, se ha repetido el análisis a otras
dos temperaturas: la primera de ellas muy por debajo de la temperatura de transiión,
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Figura 4.7: (a) Histogramas de energía a varias temperaturas. Cada
línea orresponde a un promedio sobre las 5 simulaiones independientes
realizadas. (b) Diagrama de poblaión de ada uno de los estados termo-
dinámios impliados en la transiión en funión de la temperatura: el
estado plegado, P, el intermedio, I, y el estado desnaturalizado, D.
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Figura 4.8: Histogramas bidimensionales de rmsd en funión de la ener-
gía total del sistema (E*) a 3 temperaturas distintas esogidas a lo largo
de la transiión. Sobre ada diagrama se indian los distintos estados ter-
modinámios en equilibrio, en funión de la temperatura del análisis: el
estado plegado, el intermedio termodinámio y el estado desnaturalizado.
La esala de olores representa la mayor o menor poblaión enontrada
en el histograma.
a la ual el histograma de energías sólo presenta un pio orrespondiente al estado ple-
gado (P) (Figura 4.7). La segunda temperatura se esoge muy por enima de T ∗m, donde
el únio pio presente en el histograma de energía es el del estado desnaturalizado (D).
Así, en el primer histograma de la Figura 4.8, observamos ómo las onformaiones ple-
gadas en equilibrio a T ∗ = 0.560 son muy similares a la estrutura nativa experimental,
on valores de rmsd inferiores a 1.5 Å. Sin embargo, a T ∗ = 0.850 obtenemos valores
de rmsd al menos 10 vees superiores, omo orresponde a onformaiones abiertas y
on una estrutura teriaria residual prátiamente nula, araterístias del estado des-
naturalizado (D). Tal y omo se ve en el histograma entral de la misma Figura, el
rmsd orrespondiente al intermedio (I) exede signiativamente los 10 Å. ¾Realmente
la estrutura del estado intermedio es globalmente tan distinta a la estrutura promedio
representativa del estado plegado? ¾Es posible que el intermedio presente regiones on
distintos grados de onservaión? De ser así, ¾existe alguna relaión entre el grado de
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onservaión parial de la estrutura nativa en el intermedio y los dominios presentes
en aLA?
Para alarar estas uestiones hemos alulado dos valores de rmsd parial sobre
aquellas onformaiones identiadas en equilibrio a T ∗ = 0.670. Cada rmsd parial
alulado orresponde a una región distinta de la proteína. Así, el primer valor de rmsd,
denominado rmsdβ, se obtiene inluyendo en el álulo los residuos del 40 al 90. Este
valor nos da una idea de lo onservada que está la estrutura nativa dentro de este
fragmento proteio (mayoritariamente domino β) en el que se estableen además dos de
los uatro enlaes disulfuro presentes en la aLA, ignorados en este modelo. El segundo
valor parial de rmsd, o rmsdα, se alula sobre el resto de residuos de la estrutura
(domino α).
Los histogramas resultantes se muestran en la Figura 4.9. En el Panel (a) de esta
Figura se representa, de nuevo, el histograma alulado utilizando omo variable es-
trutural el rmsd global de las distintas onformaiones. Para failitar la omparaión
posterior, hemos identiado, sobre ada histograma, tres regiones distintas delimitadas
on líneas disontinuas. Cada región se etiqueta en funión de la espeie termodinámia
mayoritaria: P sobre la región orrespondiente a aquellas onformaiones orretamente
plegadas,D en la región desnaturalizada e I donde se enuentran las onformaiones que
forman parte del intermedio termodinámio observado on este modelo. En el Panel (b)
se representan los histogramas alulados utilizando los valores de rmsd pariales: el
rmsdβ en el histograma superior (en el que además aparee resaltado on un írulo de
olor rojo la región del histograma orrespondiente al intermedio) y el rmsdα en el histo-
grama inferior de diho panel. Observamos ómo, de los dos rmsd pariales alulados en
la región del intermedio (I), el valor de rmsdα obtenido es signiativamente superior,
reejando este resultado una disparidad de omportamiento entre ambos dominios. Se-
gún esto, es el dominio β del intermedio el que mantiene una onformaión más pareida
a la nativa y, por tanto, el que mantiene una mayor proporión de ontatos nativos.
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Figura 4.9: (a) Histograma rmsd global vs. E*. Cada valor de rmsd se
alula superponiendo los arbonos α de ada onformaión generada en
las simulaiones (oloreados en púrpura en la onformaión que sirve de
ejemplo, junto al histograma) sobre los arbonos α de la estrutura nativa
(en gris). (b) Histogramas rmsd parial vs. E*: el histograma superior
(rmsdβ vs. E*) orresponde al alulado superponiendo los arbonos α de
las nuevas onformaiones (en púrpura) sobre los arbonos α nativos en
la región β (en verde). El histograma inferior (rmsdα vs. E*) se alula
superponiendo los arbonos α del domino α (en rojo) on los arbonos α
de ada nueva onformaión. Las imágenes se han obtenido on VMD
17
.
Aproximaiones al estudio de la transiión 137
Para ontinuar on la araterizaión del estado intermedio identiaremos uáles
son los ontatos prinipales que se onservan en esta espeie, en promedio, on este
primer modelo. Vamos a analizar on detalle ada una de las onformaiones de I, se-
leionándolas no sólo bajo un riterio energétio (determinado por el intervalo de E*
en el que aparee el estado I a la temperatura orrespondiente), sino teniendo en uenta
a qué intervalo de rmsd global de los observados en el histograma rmsd vs. E* perte-
neen (ver Figura 4.8). Como resultado de las múltiples simulaiones independientes
hemos enontrado ientos de onformaiones que umplen ambas restriiones, de modo
que los resultados que obtenemos de su análisis van aompañados de una signiaión
estadístia onsiderable. En la Figura 4.10 se muestran los resultados del análisis onfor-
maional. En el Panel (a) de esta Figura representamos el número de ontatos que tiene
ada uno de los residuos en el estado nativo. En la región inferior de la misma gráa se
representan los orrespondientes valores φ para ada uno de los residuos individuales.
Cada valor φi representa la proporión de ontatos nativos de largo alane (en tanto
por uno) que un residuo i sigue manteniendo, en promedio, en el onjunto de onfor-
maiones analizadas. La eha horizontal india la extensión a lo largo de la seuenia
del dominio β. En el Panel (b) de la misma Figura se muestra el mapa de freuenia de
ontatos nativos. La esala que aompaña al mapa india la probabilidad de enontrar
formado un ontato nativo en ualquiera de las onformaiones analizadas inluidas en
el estado intermedio en este modelo. La informaión ontenida en ambas gráas sugiere
que la región orrespondiente al domino β onserva una estrutura bastante similar a la
de la proteína en estado nativo. Esto onuerda on los valores de rmsdβ obtenidos y que
han sido disutidos on anterioridad en esta misma seión. Como vemos, las regiones
más desordenadas orresponden al dominio α.
De la freuenia de ontatos de los uatro enlaes disulfuro (0.00 en el aso del
par (6-120), 0.01 en (28-111), 0.97 en (61-77) y 0.52 en (73-91)) podemos deduir que,
on este modelo, existen numerosas onformaiones que no presentan formados todos
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Figura 4.10: (a) Valores φ alulados a partir del onjunto de onfor-
maiones seleionadas que perteneen al estado intermedio. La eha
horizontal muestra la región orrespondiente al domino β. Los írulos
rojos de la parte superior de la gráa indian el número de ontatos na-
tivos en la estrutura PDB. (b) Mapa de freuenia de ontatos orres-
pondiente al intermedio termodinámio. El triángulo superior muestra el
mapa de ontatos nativo a modo de omparaión. La leyenda india la
freuenia de ada uno de los ontatos individuales.
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los enlaes disulfuro. Este dato es importante de ara a simular la transiión de la forma
más realista posible: uando la temperatura es el únio agente desnaturalizante no se
produe en la realidad la pérdida de los enlaes disulfuro, de naturaleza ovalente. Esto
es justo lo que no es reproduible on el modelo 100% G	o.
La prinipal onlusión que obtenemos a la vista de los resultados del análisis glo-
bal −termodinámio y estrutural− para este primer modelo, basado exlusivamente
en la topología del estado nativo, es lara: los entreruzamientos entre isteínas se pier-
den on la misma failidad que el resto de ontatos nativos, algo que no desribe el
omportamiento esperado de un enlae disulfuro, salvo en medio oxidante, donde diho
enlae no se forma. En ningún aso la temperatura, en el intervalo onsiderado, podría
ser la ausa de la rotura de este tipo de interaiones ovalentes. Además el interme-
dio termodinámio enontrado presenta una poblaión signiativa, siendo la espeie
mayoritaria en una intervalo estreho de temperaturas. Este heho no puede desribir-
se interpretando la transiión omo un proeso de dos estados, omo indian los datos
experimentales.
¾Podría estar relaionada la apariión del intermedio on la libertad extra de la
que pareen disfrutar las isteínas en este modelo? De ser así una posible soluión al
problema de los entreruzamientos sería dotar al potenial de una ontribuión atra-
tiva adiional, un nuevo término energétio que afetase exlusivamente a las isteínas
que forman los enlaes disulfuro. Esta es la modiaión que realizamos en la segunda
parte de nuestro estudio. En el nuevo modelo de enlaes disulfuro está penalizada ual-
quier onformaión en la que alguno de estos entreruzamientos deba perderse. De esta
forma garantizamos de una forma senilla un entorno oxidante en el ual estudiar la
transiión. En la seión siguiente analizamos el nuevo modelo y sus resultados.
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4.2.2. Estudio de la transiión en ondiiones oxidantes
Como aabamos de justiar, un modelo de interaión basado exlusivamente
en los ontatos denidos en el estado nativo no permite desribir adeuadamente la
desnaturalizaión térmia en la aLA. Una de las diultades enontradas es el modelado
de los enlaes disulfuro. Como hemos visto, la interaión entre isteínas desrita on
el modelo 100% G	o no reprodue el omportamiento de auténtios entreruzamientos
ovalentes en un medio no redutor. Para orregir esta arenia del modelo hemos llevado
a abo dos aproximaiones diferentes:
1. En la primera de ellas no hemos modiado la deniión geométria del modelo.
Nuestra representaión reduida de la proteína sigue siendo válida y se limita a
los arbonos α de ada uno de los residuos. Sin embargo, hemos introduido una
pequeña modiaión en el potenial que afeta úniamente a los pares de isteínas
impliadas en ada uno de los uatro enlaes disulfuro formados en el estado nativo.
2. En segundo lugar, hemos repetido nuestras simulaiones utilizando el potenial
híbrido 85G-15Zh (optimizado en el Capítulo 3). Hemos redenido la geometría de
la proteína representando la adena lateral de los residuos a través de su entroide
y hemos utilizado en las simulaiones nuestra librería de rotámeros (Seión 2.3).
Empeemos estudiando detenidamente la primera de estas aproximaiones.
4.2.2.1. Modelo 100% G	o entreruzado
Sabemos ya que el potenial 100% G	o no permite reproduir adeuadamente los
entreruzamientos ovalentes. Con este modelo, la interaión entre las isteínas impli-
adas es igual de estable que entre dos residuos ualesquiera. Por este motivo, ualquier
onformaión en la que alguno de los enlaes disulfuro hubiesen desapareido podría om-
pensar esa pérdida de energía manteniendo un número razonable de ontatos nativos
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entre residuos loalizados en ualquier otra parte de la estrutura. En proteínas relativa-
mente grandes, omo la aLA, ompensar la pérdida de un máximo de 4 enlaes nativos
manteniendo otros a lo largo de la seuenia no es difíil. Este heho permite entones la
apariión de onformaiones que no desriben orretamente el oletivo onformaional
aesible en un entorno oxidante, invalidando el muestreo y onduiendo a onlusiones
erróneas. Se trata, por lo tanto, de reproduir no ya la naturaleza ovalente del enlae
disulfuro, sino las restriiones entrópias que introduen los entreruzamientos y que
modian de forma drástia el embudo de plegamiento.
Una orreión senilla a este inonveniente onsiste en inrementar la fortaleza de
la interaión entre isteínas. Para no tener problemas on la formaión de entreruza-
mientos entre isteínas distintas a las que forman los verdaderos enlaes disulfuro en la
estrutura nativa, hemos reforzado la interaión entre los pares úniamente uando
se enuentran formando el entreruzamiento orreto. La interaión on ualquier otra
isteína distinta a la de su par disulfuro es onsiderada una interaión lásia entre
residuos de largo alane nativa o no, en funión, omo siempre, del mapa de ontatos,
y su energía viene dada por la funión de potenial uGij uya expresión ya onoemos
(Euaión 2.1).
El efeto prinipal de la nueva ontribuión al potenial entre las isteínas que for-
man los enlaes disulfuro es un aumento onsiderable de la restriión onformaional
en el sistema. Ahora, distintos fragmentos de la proteína se enuentran anlados entre
sí, literalmente, debido a que todos los entreruzamientos ovalentes están formados a
lo largo de la estrutura. Este aumento de la restriión onformaional redue onside-
rablemente la eaia del método de muestreo utilizado en esta Tesis, al imposibilitar
la aeptaión de algunos de los movimientos denidos en nuestro modelo de simulaión
(Seión 2.4). Una primera soluión a este problema onsiste en diseñar nuevos mo-
vimientos que sustituyan y/o omplementen a los movimientos de esqueleto utilizados
para generar las suesivas onformaiones a lo largo de la simulaión, resumidos en la
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Figura 2.15, y que fueron diseñados suponiendo una exibilidad total de la adena pep-
tídia, limitada úniamente por la impenetrabilidad de los residuos. Sin embargo, existe
una opión alternativa que nos permite mantener nuestro esquema de movimientos y
que es la que nosotros hemos implementado en este trabajo.
Además de las temperaturas inluidas en el régimen oxidante, omo hemos deno-
minado en este trabajo al intervalo de temperaturas dentro del ual todas las onforma-
iones generadas onservan intatos los uatro enlaes disulfuro, hemos añadido algunas
temperaturas por enima de éste, que van a formar parte del denominado régimen redu-
tor de la transiión. La funión de este segundo intervalo de alta temperatura es failitar
y optimizar el muestreo onformaional permitiendo que dentro de él se generen on-
formaiones on un número variable de entreruzamientos nativos residuales. De esta
forma, este intervalo redutor atúa a modo de reservorio de onformaiones altamente
exibles que se van generando bajo el esquema habitual de movimientos desrito en el
Capítulo 2.
En términos matemátios vamos a expresar la nueva funión de potenial para una





donde f ss = 1 si se trata de un par de isteínas que no forman enlae disulfuro en el
estado nativo y f ss 6= 1 en aso de que diho entreruzamiento exista en la estrutura
nativa, uyas oordenadas hemos leído del hero PDB. uGij(r
ca
ij ) sigue siendo el potenial
de interaión para un par de aminoáidos i, j, separados en la seuenia por 4 o más
residuos. El valor de f ss, o parámetro de entreruzamiento en nuestro modelo, se estima
a partir de una serie de simulaiones independientes realizadas a distintas temperaturas
bajo la siguiente premisa: el número de enlaes disulfuro nativos presentes en ada una
de las onformaiones válidas que apareen a lo largo de una simulaión debe onservarse
en su totalidad dentro de un intervalo de temperaturas arbitrariamente esogido, que
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en nuestro aso se extiende hasta una T ∗ máxima de 1.0 (en unidades reduidas). Este
intervalo de temperaturas es suientemente amplio para que dentro de él tenga lugar la
transiión de plegamiento ompleta y onstituye, omo ya hemos menionado, el régimen
oxidante del proeso. A mayores temperaturas, dentro del régimen redutor, los enlaes
disulfuro del modelo se rompen, favoreiendo un muestreo más amplio. De esta mane-
ra, y graias al interambio de réplias, podemos explorar una región desnaturalizada
heterogénea, pero on los enlaes disulfuro formados.
El parámetro de entreruzamiento f ss permite regular la formaión de los enlaes
disulfuro en la región redutora y su valor debe estimarse uidadosamente. En la Fi-
gura 4.11 se representan los resultados obtenidos en las pruebas realizadas utilizando
distintos valores de f ss: en ella se muestra un diagrama de barras para ada una de
las uatro temperaturas esogidas. A ada temperatura se han realizado 3 simulaiones
independientes y se han alulado los distintos promedios de la Figura. Cada simulaión
omprende 5 ×106 ilos de Monte Carlo tras 2 ×106 de termalizaión. A partir del on-
junto de onformaiones resultantes de nuestras simulaiones se analiza la probabilidad
que existe de enontrar formados los entreruzamientos nativos para ada una de las
temperaturas. Diha probabilidad se representa en el eje de ordenadas. El número de
entreruzamientos posibles se representa en el eje de abisas mediante un ódigo de 4 dí-
gitos. Diho ódigo, onstituido exlusivamente por eros y unos, nos permite identiar
tanto el número de entreruzamientos presentes en una onformaión omo los entreru-
zamientos de los que se trata. Para ello, identiamos los enlaes disulfuro nativos de la
manera siguiente: nos referimos al enlae entre el par de isteínas (6-120) omo primer
enlae disulfuro, al par (28-111) omo segundo enlae, el terer enlae orresponde al
entreruzamiento (61-77) y, por último, el uarto enlae hae referenia al par (73-91).
Según este senillo ódigo, la probabilidad de que ninguno de los 4 enlaes disulfuro
nativos esté presente vendrá determinado por las barras etiquetadas omo [0000℄ sobre
el eje de abisas. Las barras situadas sobre la etiqueta [1111℄ indian la probabilidad
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Figura 4.11: Diagramas para el álulo del fator de entreruzamiento
a distintas temperaturas. Se muestran los resultados para tres valores de
f ss a 4 temperaturas diferentes: dos perteneientes al régimen oxidante
de la transiión (0.5 y 1.0) y otras dos al régimen redutor (1.5 y 2.0).
de enontrar onformaiones on todos los entreruzamientos nativos presentes en ada
una de ellas. Si estamos interesados en saber, por ejemplo, uál es la probabilidad de
enontrar formado úniamente el segundo enlae, es deir, el que se forma entre el par
de isteínas (28-111), debemos mirar la probabilidad marada por las barras sobre la
etiqueta [0100℄.
En base a esto y teniendo en uenta que on 4 enlaes disulfuro nativos el número
total de ombinaiones posibles es de 16, alulamos los diagramas de barras de la Figu-
ra 4.11. Empeemos analizando los resultados obtenidos a ada temperatura uando el
fator de entreruzamiento utilizando es igual a 10 (Panel (a)). Es importante tener en
mente la premisa iniial que nos maramos para estimar f ss. En ondiiones oxidantes,
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dentro de un margen de temperaturas on una T ∗ máxima de 1.0, todos los entreru-
zamientos en estado nativo deben estar presentes en ualquiera de las onformaiones
generadas a lo largo de la transiión. Por lo tanto, la únia opión admitida orresponde
al aso identiado mediante el ódigo [1111℄. Por enima de esa temperatura umbral
la distribuión de probabilidades puede ser ualquiera. Pues bien, esto no es lo que se
observa on f ss= 10. Aunque a temperaturas bajas todos los entreruzamientos están
formados, no ourre lo mismo a T ∗ = 1.0. Un aumento de temperatura del doble tie-
ne omo efeto prinipal la reduión, en aproximadamente un 80% de los asos, de
los uatro enlaes disulfuro. Un porentaje residual de onformaiones presentan algún
enlae aislado (prinipalmente el terer o uarto entreruzamiento) mientras que a la
mayor de las temperaturas simuladas la reduión es total.
Cuando el fator de entreruzamiento se hae el doble (f ss= 20) onseguimos que
el 100% de las onformaiones obtenidas mantengan intatos sus 4 enlaes disulfuro a
ualquier temperatura por debajo de la temperatura máxima (ver diagramas del Pa-
nel () en la misma Figura). Sin embargo, la persistenia de los entreruzamientos se
sigue observando inluso a temperaturas muy por enima de la temperatura umbral,
siendo a T ∗ = 1.5 superior al 90% de los asos, on lo ual el muestreo global puede
verse afetado.
Tras varias pruebas, el valor de f ss más adeuado se enuentra a valores inter-
medios (ver Panel (b) de la Figura 4.11). Con un fator de entreruzamiento f ss= 15
onseguimos que todas las onformaiones en equilibrio por debajo de la temperatura
umbral (T ∗ = 1.0) presenten los 4 enlaes disulfuro formados en un 100% de los asos.
Por enima de diha temperatura umbral, hasta una temperatura efetiva de 2.0 (en uni-
dades reduidas), existen onformaiones on un número variable de entreruzamientos,
desapareiendo asi por ompleto en el límite superior de este segundo intervalo.
Una vez optimizado el valor de f ss inluimos diha orreión en el potenial y
realizamos las simulaiones orrespondientes partiendo en todos los asos de una onfor-
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maión totalmente abierta de la adena polipeptídia. Se llevan a abo 9 simulaiones
independientes sobre un total de 51 temperaturas (45 de las uales onstituyen el régi-
men oxidante de la transiión). De nuevo, ada simulaión onsta de un total de 7 ×106
ilos de Monte Carlo, on un periodo de termalizaión de 2 ×106 de ilos por tempe-
ratura. La freuenia de interambio entre réplias onseutivas sigue manteniéndose en
1 intento ada 5000 ilos.
En la Figura 4.12 se muestran los primeros resultados de las simulaiones on el
modelo G	o entreruzado. En el Panel (a) de esta Figura representamos, en olor morado,
la urva de apaidad aloría del sistema en funión de la temperatura. A diferenia
de la urva obtenida on el modelo G	o lásio (en negro sobre la misma Figura), en la
que se obtiene on el nuevo potenial entreruzado se distinguen laramente dos pios.
Esta onstituye la primera evidenia de la existenia de un intermedio termodinámio
bastante estable a temperaturas eranas a 0.715, que también onrman los histogramas
de energía en funión de la temperatura. Los resultados del análisis de poblaiones se
muestran en el Panel (b) de la misma Figura 4.12. La gráa presenta, a nivel ualitativo,
una aparienia similar a la de la Figura 4.7. La existenia del intermedio termodinámio
on el modelo G	o modiado queda ompletamente justiada por su elevada poblaión,
suiente en este aso para reejarse on laridad en la urva de apaidad aloría.
De igual forma hemos analizado a nivel estrutural las onformaiones pertene-
ientes a ada uno de los estados termodinámios en equilibrio a distintas temperaturas
a lo largo de la transiión de plegamiento. En la Figura 4.13 se muestran los histogramas
bidimensionales alulados para el rmsd global en funión de la energía total del sistema
(E*) a 6 temperaturas diferentes. Tal y omo veíamos on el modelo G	o lásio, aunque
ahora de forma muho más lara, existe un oletivo de onformaiones que onstituye
un estado termodinámio intermedio. De igual modo, y aunque el proeso sigue sien-
do de tres estados, las onformaiones obtenidas a lo largo de la transiión presentan
valores de rmsd global inferiores a los que se obtuvieron en el aso de la transiión G	o
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Figura 4.12: (a) Curva de apaidad aloría en funión de la tem-
peratura. Se obtienen dos pios perfetamente separados que evidenian
la existenia de un intermedio termodinámio. En negro se representa la
urva obtenida on el modelo G	o lásio a modo de omparaión. (b) Dia-
grama de poblaión de los tres estados termodinámios presentes en la
transiión on el modelo G	o entreruzado.
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Figura 4.13: Histogramas de rmsd global vs. E* a distintas tempera-
turas a lo largo de la transiión. En la Figura se muestran los estados
termodinámios en equilibrio en funión de la temperatura, todas ellas,
exepto una, omprendidas dentro del intervalo oxidante. Fuera de este
intervalo, a T ∗ = 1.500, el valor de rmsd global obtenido en el estado
desnaturalizado aumenta drástiamente.
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lásia (ver Figura 4.8), debido a la restriión onformaional impuesta a lo largo de
todo el intervalo oxidante por los enlaes disulfuro. Fuera de ese intervalo de tempera-
turas la restriión ovalente no existe. El efeto sobre el oletivo de onformaiones se
reeja en el histograma alulado a T ∗ = 1.500, donde el valor de rmsd global aumenta
signiativamente en la región orrespondiente al estado desnaturalizado (D).
Para ompletar el estudio, hemos analizado también para este modelo las onfor-
maiones que forman parte del intermedio termodinámio alulando un valor de rmsd
parial propio de ada uno de los dos dominios. Como se apreia en los paneles (a) y
(b) de la Figura 4.14, el domino β onserva un mayor pareido on la estrutura nativa
que el domino α, aunque también el rmsdα alulado en este aso es signiativamente
inferior al obtenido uando los enlaes disulfuro no están formados (ver Figura 4.9). Los
valores alulados de rmsd parial onuerdan on el mapa de freuenia de ontatos
orrespondiente a las onformaiones del estado intermedio, que aparee en el panel in-
ferior de la misma Figura. Con este modelo, los uatro enlaes disulfuro se enuentran
oxidados en todos los asos (omo era de esperar) por lo que su freuenia alulada
es del 100%. Además, siguen siendo mayoritarios los ontatos entre pares de residuos
loalizados entre los elementos de estrutura seundaria del dominio β, prinipalmente
loalizados en la región del lazo. Se mantienen también los ontatos on la hélie H3
en una proporión onsiderable.
Este modelo G	o entreruzado onstituye la primera tentativa propuesta para el
estudio del plegamiento de proteínas on enlaes disulfuro en un entorno oxidante. La
optimizaión e introduión en el modelo de un fator de entreruzamiento (f ss) provoa
una restriión del espaio onformaional aesible a la adena polipeptídia. Las úni-
as onformaiones permitidas ahora son, a ualquier temperatura dentro del intervalo
oxidante, las que mantienen todos los entreruzamientos ovalentes nativos inalterados.
Sin embargo, hemos enontrado un intermedio on una poblaión muy elevada que tiene
un reejo laro en la urva de apaidad aloría (ver Figura 4.12), siendo inompa-
150 Estudio de proteínas globulares on enlaes disulfuro
Figura 4.14: (a) Histograma en funión de E* para los valores de rmsd
total. (b) Histograma para los valores de rmsdβ. Los dos enlaes disulfu-
ro presentes en el domino β restringen más la movilidad de sus residuos
onstituyentes. Esta menor movilidad se reeja tanto en las onforma-
iones del estado desnaturalizado omo en las del intermedio. () Mapa
de freuenias orrespondiente a las onformaiones del intermedio. Los
írulos de olor rojo señalan la región donde se enuentran los enla-
es disulfuro. En el triangulo superior se muestra el mapa de ontatos
nativo.
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tible on una transiión de dos estados. Mantener intatos los uatro enlaes disulfuro
aentúa signiativamente las diferenias de omportamiento entre dominios que ya se
observaban on el modelo G	o lásio: el dominio β disminuye drástiamente su movilidad
para mantener formados los dos entreruzamientos que mantienen la onetividad on
el dominio α y, por supuesto, la onetividad entre elementos de estrutura seundaria
dentro del propio domino β.
4.2.2.2. Modelo 85G-15Zh entreruzado
Como ya expusimos al omienzo de la Seión 4.2.2.1, hemos ompletado el estudio
de la transiión de plegamiento en medio oxidante introduiendo informaión adiional
debida a la seuenia de aminoáidos que onstituyen la proteína.
Con el modelo anterior (G	o entreruzado) hemos omprobado el efeto que tiene
sobre las araterítias termodinámias del plegamiento el heho de mantener intatos
los uatro enlaes disulfuro presentes en la aLA a lo largo de la transiión (plegamiento
en medio oxidante). Diha restriión onformaional afeta a la energía y a la estru-
tura promedio alulada para ada uno de los tres estados termodinámios, inluido el
estado intermedio. Este intermedio termodinámio (I) puede desribirse, de manera muy
general, omo una estrutura que presenta un domino β quasi-nativo y un domino α
desnaturalizado, aunque entreruzado, ya que todos los enlaes disulfuro existentes en el
estado nativo en este dominio están onservados también en el estado I (ver Figura 4.14).
Si bien hemos preservado los enlaes disulfuro introduiendo en nuestro modelo
de potenial un fator de entreruzamiento que mantiene el ontato entre dos regiones
de la proteína según dita su estrutura nativa, hemos pasado por alto la naturaleza
químia de los residuos que onstituyen la proteína. En el aso onreto de la aLA
existen residuos situados en regiones proteias próximas que interaionan entre sí en
ualquier onformaión por estar situados en la región erana a ualquiera de los uatro
entreruzamientos presentes a lo largo de la estrutura. Hemos omprobado ómo no
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todos los entreruzamientos anlan a sus residuos veinos de la misma manera, siendo
el par de enlaes situados sobre el domino β los que imponen una mayor restriión
onformaional sobre su entorno. ¾Qué ourriría si estos entreruzamientos provoasen
una interaión desfavorable entre residuos obligados a estar próximos por el enlae
disulfuro? ¾Sería posible enontrar onformaiones alternativas que, a pesar de mantener
los entreruzamientos, pudiesen minimizar tales repulsiones? De ser así, ¾de qué forma
se vería afetado el estado intermedio? ¾Es posible que disminuya su poblaión hasta
haerlo indetetable, tal y omo paree que ourre a determinados valores de pH? A lo
largo de esta seión iremos respondiendo a ada una de estas preguntas. Comenzaremos
exponiendo on detalle las araterístias del nuevo modelo de interaión propuesto.
Como ya sabemos, para utilizar el potenial 85G-15Zh neesitamos modiar la
geometría de la proteína inluyendo, sobre ada residuo, un entro de interaión adi-
ional. En el Panel () de la Figura 4.15 se muestra la representaión reduida de la aLA
orrespondiente al nuevo modelo. Las representaiones reduidas de la proteína para
los dos modelos de simulaión evaluados anteriormente se muestran en los paneles (a)
y (b) de la misma Figura, a modo de omparaión. La funión de potenial también
se modia, tal y omo detallamos en el Capítulo 3. La expresión para la energía de
largo alane de un par de residuos en ualquier onformaión generada a lo largo de la
simulaión (El∗ij) viene dada por la Euaión 3.1.
En este modelo, la interaión entre un par de isteínas se alula de distinta forma,
en funión de si dihas isteína forman o no un enlae disulfuro en estado nativo. La
Euaión 3.1 es válida siempre que el par de isteínas que interaionan no formen un
entreruzamiento nativo. Si, por el ontrario, onstituyen un enlae disulfuro, la energía
de ada entreruzamiento ovalente nativo viene dada por la funión:




ij ) + E
Z
ss (4.2)
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Figura 4.15: Representaiones reduidas de la proteína aLA (1F6R) en
funión del modelo de simulaión utilizado. (a) Modelo G	o lásio: no se
tiene en uenta la naturaleza de sus aminoáidos onstituyentes. Cada
aminoáido se representa por su arbono α. (b) Modelo G	o entreruza-
do: la seuenia sigue sin estar inluida pero se introdue una restriión
energétia que afeta a los arbonos α de las isteínas, oloreados en
amarillo, que forman los 4 enlaes disulfuro nativos. () Modelo 85G-
15Zh entreruzado: ada aminoáido está representado por su arbono α
y el entro geométrio de su adena lateral (en olor rosa). Los entre-
ruzamientos ovalentes se mantienen reforzando la interaión entre el
par de entroides de la isteínas (en amarillo) que forman ada enlae
disulfuro. Las imágenes se han realizado on VMD
17
.
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(4.3)
donde rscij es la distania, en Å, entre los entroides del par de isteínas que forman el
enlae disulfuro. El valor máximo de la interaión ovalente, en unidades reduidas,
viene dado diretamente por el parámetro de entreruzamiento (f ss) que, al igual que
154 Estudio de proteínas globulares on enlaes disulfuro
en el modelo G	o entreruzado, está jado en 15 unidades reduidas de energía. En el
potenial de entreruzamiento destaan otros dos parámetros, σss y rsscut.
Para entender a qué hae referenia ada uno de ellos, jémonos en la Figura 4.16.
En el Panel (a) de esta Figura hemos representado la energía de interaión entre un par
de isteínas en funión de la distania entre sus entroides respetivos, alulada a partir
de la Euaión 2.2. Esta funión presenta un mínimo altamente estabilizante en torno a
2.70 Å. Un mínimo a distanias tan ortas india la formaión de un enlae ovalente,
el enlae disulfuro. Por enima de esa distania, en torno a 5.0 Å, aparee otro mínimo
de potenial on una energía del orden de la de una interaión hidrófoba típia, on
valores omparables a los obtenidos para ualquier otro par de aminóaidos apolares.
Centrándonos en el primer mínimo, podemos identiar y justiar sobre la urva de
energía el resto de parámetros importantes. Para formar un enlae disulfuro es evidente
que las isteínas deben aproximarse muho. Sin embargo, a distanias por debajo de σss
el potenial se hae tremendamente repulsivo, indiando que es prátiamente imposi-
ble que un par de isteínas se enuentren a esas distanias tan ortas. Según esto, el
parámetro σss nos da idea del volumen exluido para una isteína en nuestro modelo
85G-15Zh entreruzado. De auerdo on la urva del Panel (a) hemos jado el valor de
σss en 2.50 Å.
El siguiente parámetro por denir, rsscut, hae referenia justo al fenómeno ontrario.
¾Qué alane debemos permitirle al enlae disulfuro? ¾Cuál es la distania máxima
a partir de la que debemos onsiderar rota diha interaión? En nuestro modelo de
entroides esa distania de orte se ja en 3.58 Å. De auerdo on estos parámetros, la
ontribuión de seuenia a la energía de entreruzamiento es una funión de tipo pozo
uadrado, tal y omo representa en el Panel (b) de la Figura 4.16.
Una vez denida tanto la geometría del nuevo modelo omo la funión de energía
del sistema, vamos a detallar los resultados obtenidos a partir de las 9 simulaiones in-
dependientes llevadas a abo. El intervalo de temperaturas esogido omprende un total
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Figura 4.16: (a) Potenial de interaión de largo alane
93,95
entre
isteínas. Este potenial de seuenia es dependiente de la distania en-
tre los entroides de los residuos próximos en la estrutura en nuestro
modelo. (b) Contribuión de seuenia a la energía del enlae disulfu-
ro. La funión tiene una anhura efetiva, en la que la interaión es
máxima, de 1.08 Å. Fuera de ese intervalo el enlae disulfuro no está
formado.
de 50 temperaturas, 44 de las uales perteneen al régimen oxidante de la transiión,
en el que sólo están favoreidas aquellas onformaiones donde los 4 enlaes disulfuro
están presentes. Cada simulaión onsta de 5 ×106 ilos de Monte Carlo tras 2 ×106
ilos de termalizaión. La freuenia de interambio entre réplias se mantiene en 1
intento por ada 5000 ilos. La Figura 4.17 muestra los resultados obtenidos on el
modelo 85G-15Zh entreruzado. En diha Figura representamos, en naranja, la urva de
apaidad aloría en funión de la temperatura obtenida on el nuevo modelo, junto
on las urvas obtenidas on los modelos de simulaión anteriores. A diferenia de es-
tas últimas, la urva obtenida on el modelo 85G-15Zh entreruzado presenta un únio
pio estreho, uyo máximo aparee a T ∗ = 0.638. Para evaluar la transiión a nivel
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Figura 4.17: Curvas de apaidad aloría en funión de la temperatu-
ra para la aLA, obtenidas on ada uno de los tres modelos de simulaión
estudiados en esta Tesis.
mirosópio, analizamos los histogramas de energía E* en funión de la temperatura.
Los resultados obtenidos para distintos valores de T ∗ se muestran en la Figura 4.18.
En este aso, y a diferenia de lo visto on los modelos anteriores, el máximo de po-
blaión que se observa a energías intermedias está esasamente poblado. Para onrmar
uantitativamente la ausenia del intermedio (I) reurrimos al análisis de poblaiones.
Las urvas para ada uno de los estados enontrados en la transiión se muestran en
el Panel (b) de la Figura 4.18. La poblaión orrespondiente a las onformaiones del
posible intermedio termodinámio es inferior al 20%, una poblaión poo signia que
nos permite onsiderar esenialmente la transiión omo un proeso ooperativo de dos
estados.
Hemos ompletado el estudio de la transiión on el orrespondiente análisis es-
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Figura 4.18: (a) Histogramas de energía a distintas temperaturas a lo
largo de la transiión de aLA on el modelo 85G-15Zh entreruzado.
Cada línea orresponde a un promedio sobre el total de simulaiones
independientes realizadas. (b) Diagrama de poblaión de ada uno de los
estados termodinámios en funión de la temperatura.
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trutural, siguiendo la misma metodología utilizada on los modelos anteriores. Hemos
alulado los histogramas de rmsd global en funión de E* a diferentes temperaturas a
lo largo del proeso de plegamiento. Los resultados se muestran en la Figura 4.19. Como
vemos, sólo se observan dos regiones signiativamente pobladas a la temperatura de
transiión.
Figura 4.19: Histogramas bidimensionales de rmsd global vs. E* a dis-
tintas temperaturas. Se detetan úniamente dos estados termodinámios
on una poblaión signiativa.
Estos análisis, tanto a nivel termodinámio omo estrutural, onrman que el
heho de inluir en nuestro modelo de simulaión informaión explíita sobre la seuenia
de los aminoáidos onstituyentes y onsiderar los entreruzamientos ovalentes debido
a los enlaes disulfuro, modia la transiión en la aLA de forma notable. Como hemos
omprobado, tan sólo una ontribuión de seuenia del 15% es suiente para que
desapareza el intermedio termodinámio obtenido on ualquiera de los dos modelos
de simulaión anteriores, basados exlusivamente en la topología del estado nativo de la
proteína.
Resulta interesante entender por qué el efeto de las nuevas interaiones estable-
idas entre entroides a lo largo de la simulaión es tan drástio. Para ello, empezamos
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Figura 4.20: Mapa de interaiones de largo alane entre adenas late-
rales alulado para el estado nativo de la aLA on el modelo 85G-15Zh.
Los ontatos nativos de largo alane denidos en el modelo G	o lásio
se representan en el triángulo superior del mapa. Igualmente, se enuen-
tran señalados los ontatos próximos a ada uno de los uatro enlaes
disulfuro presentes, indiados entre paréntesis.
analizando el mapa de energía entre entroides alulado para el estado nativo, utilizan-
do los entroides extraídos diretamente del hero PDB. Diho mapa se muestra en la
Figura 4.20. En el triángulo superior del mapa se representan los ontatos nativos de
largo alane denidos según el modelo G	o lásio. Cada punto negro, omo ya sabemos,
representa un ontato nativo entre dos residuos. En el triángulo inferior se muestran
las interaiones de largo alane estableidas entre ada par de entroides a lo largo de
la seuenia.
En primer lugar, y pese a ser menos numerosas, es interesante destaar la exis-
tenia de interaiones repulsivas distribuidas a lo largo de la estrutura. En onreto,
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resulta signiativo el número de estos ontatos repulsivos situados en torno a ada
uno de los 4 enlaes disulfuro en la onformaión nativa. Estas regiones de ontatos
están resaltadas en el mapa mediante írulos de olor verde. Centrémonos en la región
omprendida entre los aminoáidos 40 y 95, mayoritariamente dominio β, en la que se
enuentran dos de los uatro enlaes disulfuro presentes en la aLA. Estos entreruza-
mientos ovalentes son los responsables de la rigidez de esta parte de la estrutura
en el modelo G	o entreruzado, tal y omo disutimos en la Seión 4.2.2.1, y favoreen
la apariión de un estado termodinámio intermedio. En el mapa de la Figura 4.20 se
observan en esta zona numerosos ontatos repulsivos entre entroides loalizados en
las proximidades de los enlaes disulfuro, onetando distintas regiones del lazo, entre
residuos del lazo y la hélie H3 o inluso entre distintas hebras de la lámina β. También
existen bastantes interaiones de este tipo dentro del domino α. Aún así, enontramos
un número onsiderable de ontatos atrativos, representados sobre el mapa en olor
amarillo, distribuidos por toda la estrutura. De heho, la ontribuión neta a la energía
total del estado nativo debida a este tipo de interaiones es de -31.53, en unidades
reduidas.
Entones, ¾ómo esperamos que atúe la nueva omponente energétia basada en
la seuenia proteia? Consideramos que el potenial resulta efetivo si es apaz de op-
timizar las interaiones entre adenas laterales a medida que las onformaiones que
apareen a lo largo de la simulaión se van pareiendo ada vez más a la onformaión
nativa, omparaión heha siempre a nivel de esqueleto α, y uya magnitud representati-
va es el rmsd. Para ello, el potenial de seuenia debe ontribuir a seleionar, de entre
todas las onformaiones de la adena lateral aesibles a ada uno de los residuos, aquel
rotámero que permite optimizar dihas interaiones. Dado que la onformaión del en-
troide está diretamente relaionada on la onformaión loal del esqueleto proteio,
seleionar la posiión óptima de los entroides desarta una serie de onformaiones de
esqueleto. Estas onformaiones, sin embargo, pueden ser seleionadas sin problemas
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uando la interaión entre entroides no está presente en la funión de potenial, tal
y omo ourre en los dos primeros modelos de simulaión propuestos en este apítulo.
De lo ontrario, la existenia de interaiones espeías de seuenia no tendría ningún
efeto en la simulaión y los resultados obtenidos on el modelo 85G-15Zh entreruza-
do serían similares a los obtenidos uando la seuenia no está inluida en el potenial
explíitamente.
Para omprobar el omportamiento del potenial 85G-15Zh, hemos heho un análi-
sis de energías entre entroides esogiendo, exlusivamente, las onformaiones presentes
a la temperatura de transiión (T ∗m = 0.64). Hemos seleionado dos onjuntos de on-
formaiones: el primero de ellos inluye onformaiones de baja energía y un rmsd global
pequeño. El segundo onjunto está formado por onformaiones de elevado rmsd y alta
energía. Cada uno de los onjuntos analizados orresponde a una de las manhas que
apareen en la gráa entral de la Figura 4.19: el estado plegado y el desnaturalizado,
respetivamente. El análisis onsiste en la evaluaión de la ontribuión energétia de
largo alane debida a la interaión entre un par de entroides i, j de naturaleza n,m
(segundo término de la Euaión 3.1) que, en promedio, existe para ada interaión
individual en ada uno de los onjuntos seleionados. Además de la omponente ener-
gétia debida a la seuenia, hemos alulado la freuenia de ontatos nativos denidos
según el modelo 100% G	o, onsiderando úniamente los arbonos α. El resultado de este
análisis ombinado para el estado plegado se muestra en la Figura 4.21.
Empeemos analizando las freuenias de ontatos mostradas en el triángulo su-
perior del mapa de la Figura. Como era de esperar tratándose de un onjunto de es-
truturas orretamente plegadas, la mayoría de los ontatos nativos están presentes
on una freuenia superior al 75%. Con este modelo, la freuenia alulada para los 4
enlaes disulfuro no es igual a 1, tal y omo observamos sobre el mapa de la Figura 4.14
obtenido para el modelo G	o entreruzado. Es importante reordar que en el modelo
85G-15Zh los anlajes entre isteínas no se realizan a nivel de los arbonos α: son
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Figura 4.21: Mapa ombinado obtenido on el modelo 85G-15Zh para el
estado plegado a T ∗m: en el triángulo superior se representa la freuenia
de ontatos nativos de auerdo on la esala anexa. En el triángulo
inferior se representa la energía promedio entre entroides. En el mapa
sólo se representan las energías repulsivas, tal y omo se india en la
esala orrespondiente.
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las adenas laterales de las isteínas las que soportan la restriión ovalente. Por este
motivo, que la freuenia de los ontatos de tipo G	o entre isteínas no sea del 100% no
india que el enlae disulfuro no esté formado: la distania entre los entroides sí que se
mantiene, pero no es la que se registra en el mapa de freuenias. En el triángulo inferior
del mapa observamos la distribuión de las interaiones repulsivas debido a la proximi-
dad de los entroides a lo largo de la estrutura. Tal y omo ourre en el estado nativo
(Figura 4.20) la omponente energétia neta debida a la interaión entre residuos es fa-
vorable. Sin embargo, nosotros hemos entrado el análisis en las interaiones repulsivas.
Conretamente, en la distribuión de estas interaiones a lo largo de la estrutura. De
auerdo on esto, es interesante omparar el mapa ombinado obtenido para el estado
plegado (Figura 4.21) on el mapa ombinado para el estado desnaturalizado a la misma
temperatura, que se muestra en la Figura 4.22.
En el triángulo superior de diho mapa representamos la freuenia de ontatos
nativos araterístia del estado desnaturalizado on este modelo. La freuenia, en la
mayoría de los asos, no supera el 50%. Más interesante es lo que se observa en el trián-
gulo inferior del mismo mapa, o triángulo de repulsiones. Al omparar la distribuión
de repulsiones en esta Figura y en el mismo triángulo de la Figura 4.21, observamos una
reubiaión de estas interaiones. Por lo que vemos, en el estado desnaturalizado éstas
se onentran, prinipalmente, en torno a uno de los enlaes disulfuro, entre las isteínas
73 y 91 (esta región está señalada on un írulo de olor azul sobre el mapa de la Figu-
ra 4.22). Además, disminuye el número de repulsiones loalizadas dentro del dominio α,
en torno a otros dos enlaes disulfuro: entre las isteínas 6-20 y 28-111 (región señalada
sobre el mapa on un írulo verde).
De este análisis ombinado obtenemos otra pista fundamental para entender de
qué forma el nuevo modelo 85G-15Zh mejora la transiión de plegamiento en la aLA: la
presenia de interaiones no nativas basadas en la naturaleza químia de los aminoá-
idos que forman la proteína provoa una desestabilizaión loalizada prinipalmente
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Figura 4.22: Mapa ombinado obtenido on el modelo 85G-15Zh para
el estado desnaturalizado a T ∗m: en el triángulo superior se representa
la freuenia de ontatos nativos de auerdo on la esala anexa. En
el triángulo inferior se representa la energía promedio (repulsiva) entre
entroides.
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en el dominio β. Si reordamos, este dominio aparee altamente onservado tanto en el
intermedio desrito on el modelo 100% G	o omo on el modelo G	o entreruzado. Sin
embargo, no afeta de la misma manera al domino α. Esta desestabilizaión seletiva
−los dos dominios no se ven afetados por las repulsiones de la misma forma− permite
que la transiión disurra de forma más ooperativa a través de una serie de onforma-
iones donde no es posible la estabilizaión del dominio β. La onseuenia inmediata
es la reduión drástia de la poblaión del intermedio termodinámio y la desapariión
del pio orrespondiente en la urva de apaidad aloría.
4.3. Resumen y onlusiones del apítulo
En este apítulo hemos estudiado el proeso de plegamiento/desnaturalizaión tér-
mia en la apo α-latalbúmina (aLA), una proteína on uatro enlaes disulfuro en el
estado nativo, utilizando el método de Monte Carlo. Hemos analizado los resultados ob-
tenidos on ada uno de los tres modelos de simulaión propuestos. La aLA (1F6R según
su ódigo PDB) representa un modelo proteio ideal on el que estudiar la inuenia en
el amino de plegamiento de los enlaes disulfuro
139,140
. Sus uatro enlaes ovalentes
introduen en el sistema una altísima restriión onformaional que resulta lave y que
modia, omo hemos visto, las araterístias del plegamiento de forma drástia. Los
diferentes modelos propuestos en este apítulo para estudiar el proeso de forma global
han permitido analizar el papel de los enlaes disulfuro en la transiión.
El primer modelo está basado exlusivamente en la topología del estado nativo de
la proteína. De auerdo on la deniión de un potenial G	o lásio, sólo aquellas inter-
aiones existentes en el estado nativo estabilizan ualquier onformaión generada a lo
largo de la transiión de plegamiento. Este potenial, uya eaia ha sido omprobada
uando se trata de sistemas mínimamente frustrados
84,85,144146
, no es válido para estu-
diar la transiión de plegamiento en 1F6R. Hemos llevado a abo un análisis detallado,
tanto desde un punto de vista termodinámio (a través de la urva de apaidad alo-
166 Estudio de proteínas globulares on enlaes disulfuro
ría en funión de la temperatura que se muestra en la Figura 4.6) omo estrutural
(analizando ada una de las onformaiones generadas a lo largo de la simulaión). La
transiión resulta ser de tres estados, on la presenia de un intermedio termodinámio
de poblaión onsiderable, tal y omo se reeja en los histogramas de energía en funión
de la temperatura (ver Figura 4.7). Más aún, el heho de onsiderar los enlaes disulfuro
omo una interaión nativa más hae que estos no se onserven a lo largo del proeso
de desnaturalizaión térmia. Estos resultados no son ompatibles on los datos experi-
mentales según los uales, en ausenia de agentes redutores en el medio, el proeso de
desnaturalizaión térmia en la aLA a pH neutro ourre sin la presenia de intermedios
termodinámios.
Con el objetivo de orregir el proeso de reduión espontánea de los enlaes disul-
furo enontrado en este primer modelo, desarrollamos un segundo modelo de simulaión
(modelo G	o entreruzado) basado igualmente en la topología del estado nativo, en el que
se inluye una interaión estabilizante adiional úniamente entre los pares de isteínas
que forman un entreruzamiento ovalente nativo. Esta interaión refuerza los enlaes
disulfuro y mantiene la restriión onformaional a lo largo de toda la transiión dentro
del denominado régimen de temperaturas oxidante (ver Seión 4.2.2.1). La introdu-
ión de la nueva omponente en el potenial, si bien onsigue evitar la reduión de
los enlaes disulfuro, provoa un aumento signiativo de la poblaión del intermedio
termodinámio. Tal es así que, en este modelo, la presenia de diho intermedio es la-
ra inluso en la urva de apaidad aloría (ver Panel (a) en la Figura 4.12). Igual
que en el modelo G	o lásio, la estrutura del estado intermedio que obtenemos on el
modelo G	o entreruzado presenta dos regiones de movilidad laramente difereniada,
siendo el domino β la región de la proteína sobre la ual los entreruzamientos ovalen-
tes ejeren un mayor efeto de anlaje. Este efeto justia la existenia de una mayor
proporión de ontatos nativos residuales en diha región β. Este heho se observa on
laridad tanto en el mapa de freuenia de ontatos que se muestra en el Panel () de la
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Figura 4.14 omo en el histograma de rmsd parial frente a la energía total del sistema,
E* (Panel (b) de la misma Figura).
Los resultados más satisfatorios a la hora de desribir la transiión de plegamien-
to en 1F6R se han obtenido on el último modelo de simulaión propuesto, el modelo
híbrido 85G-15Zh. Además de un ambio en la funión de potenial, en este modelo se
introdue una nueva deniión de la geometría de la proteína y de los anlajes entre
isteínas entreruzadas. Hemos denido un potenial de pozo uadrado entre las isteí-
nas que forman ada uno de los uatro enlaes disulfuro nativos (ver Panel (b) en la
Figura 4.16) de modo que, a lo largo de la transiión de plegamiento, los uatro entreru-
zamientos ovalentes se onservan siempre en un intervalo de temperaturas adeuado.
Estas modiaiones, tanto a nivel geométrio omo energétio, son suientes para al-
terar la transiión de forma signiativa. Pasamos de un proeso de tres estados on un
intermedio termodinámio on una poblaión superior al 60% en los modelos anterio-
res, a un proeso ooperativo de dos estados, donde la poblaión del posible intermedio
termodinámio es inferior al 20%. La nueva ontribuión de seuenia desempeña una
funión lara: en el nuevo modelo ya no es válida ualquier onformaión del esqueleto
de la proteína. El nuevo potenial sólo seleiona aquéllas que optimizan las interaio-
nes entre entroides próximos. En onreto, las interaiones repulsivas entre entroides
loalizadas en el domino β son responsables de la desestabilizaión de diho dominio
frente al domino α. La onseuenia de esta desestabilizaión desigual es un aumento de
la ooperatividad del tránsito y la disminuión de la poblaión del intermedio.
En este apítulo hemos evaluado, entre otros, el potenial 85G-15Zh estudiando el
proeso de plegamiento en proteínas on una alta restriión onformaional, on resul-
tados satisfatorios. En el siguiente apítulo seguiremos poniendo a prueba el potenial
85G-15Zh para evaluar el papel que tiene la seuenia en el proeso de plegamiento,
estudiando nuevos sistemas topológiamente interesantes. Tal es el aso de la proteína
ribosomal S6 y sus permutantes irulares.
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Capítulo 5
Estudio del plegamiento en S6 y en sus permutantes
irulares
Como hemos omprobado en apítulos anteriores, las araterístias termodiná-
mias de la transiión de plegamiento están estrehamente ligadas a la forma y a la
rugosidad de la superie de energía, similar a un embudo, que desribimos en la Se-
ión 1.3. Los determinantes de la morfología del embudo de plegamiento para ada
proteína individual son, omo también hemos visto, la topología del estado nativo y la
seuenia de aminoáidos. La energía de la onformaión nativa depende úniamente
del balane neto de las interaiones que se estableen en ésta y es independiente del
amino que la seuenia de aminoáidos sigue a lo largo del embudo de plegamiento
36,37
hasta alanzar el estado nativo orrespondiente.
En asos donde una proteína se pliega (y se desnaturaliza térmiamente) sin que
se deteten intermedios, es posible obtener informaión sobre el proeso araterizando
el estado de transiión (del inglés transition state, abreviado omo TS), bien experi-
mentalmente de forma indireta, introduiendo modiaiones en la seuenia de ami-
noáidos
149151
, o bien mediante simulaión moleular
152
. La estrutura que adquiere la
adena peptídia en este estado, es deir, los ontatos espeíos que se estableen en-
tre aminoáidos onretos en el TS, es lo que se onoe omo núleo de plegamiento
154
.
De auerdo on esto, si la formaión de un núleo de plegamiento fuera indispensable
para alanzar la estrutura tridimensional nativa, ualquier modiaión a lo largo de la
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seuenia que impida la formaión de diho núleo tendrá un efeto onsiderable sobre
las propiedades de la transiión, bien a nivel inétio, reejándose en una disminuión
de la onstante de veloidad, o bien a nivel termodinámio, ya que la posible formaión
de un núleo de plegamiento alternativo puede provoar que un número suiente de
moléulas queden atrapadas es un mínimo loal distinto al mínimo nativo, favoreiendo
la apariión de intermedios termodinámios o, inluso, dando lugar a otras espeies,
omo los agregados o las láminas β amiloides.
5.1. Motivaiones del apítulo
La topología del estado nativo de una proteína viene determinada tanto por el nú-
mero de interaiones que se estableen omo por la distribuión de dihas interaiones
a lo largo de la estrutura. En onreto, las interaiones nativas entre distintos elemen-
tos de estrutura seundaria están relaionadas on la onetividad de estos elementos
a lo largo de la seuenia. Según esto, una manera eaz de evaluar la importania de
dihas interaiones en el proeso de plegamiento es modiar la distribuión de éstas
a través del diseño de mutantes topológios o permutantes irulares
98
. Cada nuevo
mutante se obtiene rompiendo la adena peptídia en un punto onreto y enlazando
los extremos N− y C− terminal de diha adena. Las proteínas modiadas mantienen,
en el estado nativo, una estrutura idéntia a la de la proteína natural de partida o
proteína wild type, aunque el orden de los elementos de estrutura seundaria a lo largo
de la seuenia y la posiión de los extremos de la adena varíe en funión de la región
de orte.
La proteína ribosomal S6 del organismo Thermus thermophilus y sus permutantes
irulares han sido estudiados en profundidad en los últimos años (destaando en esta
tarea el grupo dirigido por el profesor M. Oliveberg, en la Universidad de Estoolmo)
de ara a evaluar la posible dependenia entre el estado de transiión de plegamiento y
la topología del estado nativo
155162
.
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Los 97 aminoáidos de la proteína S6 (1RIS
163
, según el PDB) se disponen en dos
hélies α (α1, α2) y uatro hebras β (β1, β2, β3 y β4), distribuidas simétriamente a
lo largo de la seuenia, omo se puede ver en la Figura 5.1. Ya hemos adelantado que
los distintos permutantes se obtienen rompiendo algunos enlaes onretos a lo largo
de la adena. Sobre la Figura se muestran los puntos de inisión orrespondientes a los
ino permutantes estudiados experimentalmente, que son los que hemos evaluado, junto










. Esta notaión nos permite
distinguir unos permutantes de otros graias al superíndie, que india entre qué residuos
de la adena se efetúa el orte. Por ejemplo, el permutante P
13−14
se diseña rompiendo
el enlae entre la Asn-13, que se onvierte en el último residuo de la estrutura, y la
Leu-14, que pasa a ser el primer aminoáido de la seuenia del permutante tras enlazar
los extremos Nt y Ct de la adena peptídia original.
Aunque, omo ya hemos diho, la proteína S6 (1RIS) tiene 97 aminoáidos, para
llevar a abo el análisis de la transiión en S6 y en los distintos permutantes hemos tenido
que reortar la seuenia y, por tanto, el tamaño de la estrutura, que se redue en 8
residuos. El extremo N− terminal en esta nueva estrutura de la proteína orresponde
al uarto aminoáido de 1RIS, mientras que el último es el residuo 92. La eleión de
estos extremos no se hae al azar. Para poder obtener los orrespondientes permutantes
irulares a partir de la estrutura wild type on nuestro modelo geométrio reduido,
es neesario asegurarse de que los aminoáidos situados en los extremos de la adena se
enuentran a una distania lo más erana posible a la distania de enlae entre residuos
en el modelo, que es ja e igual a 3.8 Å (ver Seión 2.2.1). De esta forma no tendremos
problemas a la hora de unir los extremos Nt y Ct en ada nuevo permutante. Esta nueva
estrutura reortada, de 89 residuos (identiada omo S689), será nuestra estrutura de
partida para el diseño de los 5 permutantes . Sobre la Figura 5.2 se indian las distanias
entre arbonos α de la estrutura nativa 1RIS a las que se enuentran algunos de los
posibles pares de aminoáidos entre los que elegir los nuevos extremos de la adena.
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Figura 5.1: Representaión de la proteína ribosomal S6 realizada on
VMD
17
. Sobre la estrutura se indian los puntos donde se pratian or-
tes para diseñar ada permutante. Cada punto de orte se elige tratando
de preservar la integridad individual de los elementos de estrutura se-
undaria. La estrutura tridimensional nativa se mantiene en todos los
asos.
Como puede observarse, la distania entre arbonos α más erana a la distania de
enlae en nuestro modelo orresponde al par de aminoáidos Tyr-4, Lys-92, siendo éstos
los extremos esogidos nalmente.
Los resultados experimentales, basados en medidas inétias, permiten identiar
iertas regiones de la proteína S6 que se omportan durante el proeso de plegamiento
omo verdaderas unidades de ensamblaje independiente. La interaión posterior de
estas unidades on el resto de la adena peptídia o bien on otras de estas unidades
de plegamiento o foldones, da lugar a la onformaión nativa de la proteína
153
. Existen
evidenias de que el amino de plegamiento detetado experimentalmente en la proteína
S6 y en sus permutantes, a partir de medidas inétias, no es el mismo, aunque en
todos los asos el proeso transurre sin la presenia de intermedios termodinámios: el
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Figura 5.2: Distanias entre arbonos α en 1RIS.
foldón que ataliza en ada aso la transiión de plegamiento no es el mismo en todas
las espeies
162
. Para tratar de justiar estas diferenias hemos evaluado la transiión
on los dos modelos de simulaión utilizados en este trabajo: el modelo 100% G	o
83
y el modelo basado en el potenial híbrido 85G-15Zh, desarrollado espeíamente en
esta Tesis. El prinipal interés de este estudio es entender uál es el efeto que tiene la
redistribuión de los elementos de estrutura seundaria a lo largo de la seuenia sin
que se modique ni la omposiión de la proteína ni la estrutura en el estado nativo.
Además, tal y omo hiimos on el dominio B1 de las proteínas G y L (en el Capítulo 3)
y la apo α-latalbúmina (Capítulo 4), hemos evaluado el efeto de inluir informaión
de seuenia sobre la termodinámia del proeso, de auerdo al modelo de simulaión.
5.2. Análisis del plegamiento de S689
Empeemos estudiando ómo se omporta nuestra proteína wild type on los dos
modelos de simulaión utilizados en este trabajo.
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5.2.1. Modelo 100% G	o
En primer lugar, tal y omo hemos heho on el resto de sistemas desritos en esta
Tesis, hemos analizado la transiión de plegamiento utilizando el modelo de simulaión
100% G	o, basado úniamente en los ontatos denidos en el estado nativo (ver Se-
ión 2.2.1). En el Panel (a) de la Figura 5.3 se muestra la representaión geométria de
S689 adaptada a este modelo y en el Panel (b) el orrespondiente mapa de ontatos
nativos. En total, en esta estrutura se ontabilizan 173 ontatos nativos de orto al-
ane y 188 de largo alane. Las líneas disontinuas trazadas en el interior del mapa
de ontatos delimitan los elementos de estrutura seundaria a lo largo de la seuenia.
Como expliamos en la seión anterior, el primer aminoáido de S689 orresponde, en
realidad, on el 4 residuo de la proteína 1RIS. Como observamos en la Figura, el mapa
de ontatos no empieza en el residuo 4 sino en el 1. Lo que hemos heho es S689 es
renumerar los aminoáidos a lo largo de la seuenia de tal manera que basta on sumar
3 unidades a ualquier residuo de S689 para obtener la posiión de diho aminoáido en
la estrutura 1RIS original.
En el Panel () de la Figura 5.3 se muestra el orrespondiente diagrama topológi-
o de la estrutura nativa. Estos diagramas permiten esquematizar el empaquetamiento
y la onetividad de los distintos motivos estruturales en el estado nativo de la proteí-
na, siendo espeialmente útiles en este apítulo. Además, sobre el mismo diagrama están
representados los dos foldones identiados experimentalmente en la proteína S6
162
: el
primero (etiquetado omo F1) está formado por la hebra β1, la hélie α1 y la hebra β3.
El segundo foldón (F2), por la hélie α2, la hebra β4 y, al igual que F1, por la hebra β1.
Hemos llevado a abo 8 simulaiones independientes on este modelo, partiendo,
en todos los asos, de una onformaión desplegada de la adena. Los datos obtenidos
se han analizado siguiendo el proedimiento general desrito en apítulos anteriores. Los
resultados obtenidos se muestran en los distintos paneles de la Figura 5.4.
En el Panel (a) de esta Figura se representa la variaión on la temperatura de la
Análisis del plegamiento de S689 175
Figura 5.3: (a) Representaión geométria reduida de S689 en un mo-
delo 100% G	o. Los residuos de la hebra β1 destaan oloreados en rojo.
(b) Mapa de ontatos nativos. Los elementos de estrutura seundaria
apareen sobre el mapa, esquematizados a lo largo de ada eje. () Dia-
grama topológio de S689. Los dos foldones, F1 y F2, están indiados
sobre el diagrama.
apaidad aloría, donde se observa un únio máximo a T ∗ = 0.648. El perl de energía
libre (A∗) alulado a esa temperatura se muestra en el Panel (b). Si bien en este perl
no se deteta on laridad la presenia de ningún intermedio, el mínimo orrespondiente
al estado plegado (a energías bajas) es muy similar al que ya obtuvimos para 1PGB
on este mismo modelo, anho y poo denido (ver Panel (b) de la Figura 3.4). Los
histogramas de energía, representados en el Panel () de la Figura 5.4, muestran el
equilibrio entre ambos estados para una serie de temperaturas próximas a T ∗m, inluyendo
ésta (reuadrada en rojo sobre el diagrama).
A la vista de estos histogramas y del perl de energía libre a T ∗m representado en
el Panel (b) resulta interesante troear el histograma orrespondiente a esa tempe-
ratura en distintos intervalos de energía y araterizar la estrutura que, en promedio,
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Figura 5.4: Resultados obtenidos para S689 on un modelo 100% G	o:
(a) Curva de apaidad aloría. (b) Perl de energía libre a T ∗m.
() Histogramas de energía en funión de la temperatura. El histograma
obtenido a T ∗m, en rojo, se analiza por intervalos de energía. (d) Sobre
la urva se observan, etiquetados, los 4 intervalos evaluados.
mantienen las onformaiones perteneientes a ada intervalo. Para este análisis hemos
dividido el histograma en 4 intervalos diferentes, tal y omo se india en el Panel (d) de
la Figura 5.4: un primer intervalo (Ip) de baja energía, omprendido entre -300 y -240
unidades, orrespondiente a las onformaiones plegadas; un segundo intervalo (Ip′) en-
tre -240 y -175; el terero de ellos (ITS), entre -175 y -130, representativo del estado de
transiión (que en este trabajo se dene omo el intervalo de energía omprendido entre
los estados plegado y desnaturalizado, siempre que su poblaión no exeda el 10% de las
onformaiones totales en equilibrio a esa temperatura) y el último (Id), que engloba las
onformaiones desplegadas, a energías por enima de -130. Los mapas de freuenia de
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ontatos nativos, alulados para ada uno de los intervalos de energía anteriormente
desritos, se muestran en la Figura 5.5. En el triángulo superior de ada mapa están
respresentados, en olor negro, los ontatos nativos de largo alane, tal y omo viene
siendo habitual en toda la memoria.
La freuenia observada de forma mayoritaria en los ontatos del mapa para el
intervalo Ip, loalizado en la esquina superior izquierda de la Figura 5.5, exede el 90%.
Esta freuenia es la esperable para un onjunto de onformaiones de baja energía o-
rretamente plegadas. Sin embargo, se observan algunos ontatos on una probabilidad
ligeramente inferior, estableidos dentro de la hélie α1. Algo más interesante es lo que
enontramos en el mapa orrespondiente al segundo intervalo de energía analizado, Ip′.
Las onformaiones en equilibrio en este intervalo, una espeie de estado plegado dis-
torsionado, onservan, en promedio, los ontatos entre las distintas hebras, y pierden,
en aproximadamente un 50% de los asos, los ontatos loalizados mayoritariamente
dentro de ambas hélies. Cuando las hélies pierden su estrutura interna, sus residuos
ya no estableen los ontatos on los residuos loalizados en las hebras próximas on la
misma failidad que uando las hélies onservan su estrutura seundaria. Esta mayor
diultad se reeja en una disminuión de la freuenia de esos ontatos nativos. El
estado de transiión observado en S689 on este modelo (intervalo ITS), de auerdo on
el mapa de ontatos residuales alulado sobre un 10% de las onformaiones totales
generadas a T ∗m a lo largo de las 8 trayetorias independientes, revela la existenia de
un alto grado de onservaión de los ontatos entre las hebras β3 y β2 y entre β3 y
β1 (estas últimas inluidas en el foldón F1). Inluso en el estado desnaturalizado a T ∗m,
araterizado en el mapa Id de la Figura, la mayoría de los ontatos nativos entre las
hebras β2 y β3, onseutivas en la seuenia, superan el 50% de freuenia.
En la bibliografía existe una gran antidad de informaión experimental sobre el
estado de transiión de plegamiento de la proteína S6. La mayoría de estos datos, obte-
nidos a partir de medidas inétias y mutaiones dirigidas
150,151
, han permitido desribir
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Figura 5.5: Mapas de freuenias de ontatos nativos para ada uno de
los intervalos de energía evaluado a T ∗m. Sobre ada mapa se espeia el
intervalo de E∗ analizado y su poblaión orrespondiente (en%).
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el omportamiento asimétrio de los dos foldones denidos en S6. Esto ha llevado a pos-
tular para esta proteína la existenia de distintos anales de plegamiento en funión del
grado de aoplamiento que presentan sus foldones a lo largo de la transiión
161
. Por este
motivo, hemos ompletado el análisis estrutural de los resultados de simulaión, eva-
luando el omportamiento de los foldones F1 y F2 a T ∗m (representados en el diagrama
topológio de la Figura 5.3).
Hemos alulado, para ada foldón en ada una de las onformaiones en equili-
brio dentro de un intervalo de energía, un fator de onservaión de ontatos de largo
alane. Este fator, que toma valores entre 0 y 1, se obtiene sumando el número de on-
tatos nativos de largo alane dentro del foldón onservados en ada onformaión del
intervalo analizado y dividiendo el resultado por el número de ontatos de largo alane
enontrados en ese mismo foldón en la onformaión nativa. Así, valores próximos a la
unidad indian un alto grado de onservaión del foldón en la onformaión individual
analizada, mientras que valores eranos a 0 sugieren una pérdida del empaquetamiento
entre los distintos elementos de estrutura seundaria inluidos en diho foldón.
En base a esto, podemos obtener un diagrama de foldones donde estén repre-
sentados todos los puntos orrespondientes a las distintas onformaiones individuales
para todos los intervalos que nos interese analizar. Estos diagramas están divididos en
uatro uadrantes, omo se observa en el esquema de la Figura 5.6. Cada uadrante, tal y
omo vemos en el diagrama, está identiado por dos números y es representativo de un
grado de onservaión distinto de los foldones. Así, los puntos inluidos en el uadrante
11 orresponderán a onformaiones on menos de la mitad de los ontatos nativos de
largo alane en ada foldón. La proporión de ontatos nativos onservados tiende a 0
a medida que los puntos se aproximan a la región inferior izquierda de diho uadrante
(situaión esquematizada en la imagen por una adena desplegada). El uadrante 22 re-
presenta la situaión opuesta. Las onformaiones orretamente plegadas, on sus dos
foldones formados, apareen dentro de este uadrante. Aquellas onformaiones on un
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Figura 5.6: Representaión esquemátia de un diagrama de foldones.
Sobre el eje de absisas se representa el fator de onservaión de lar-
go alane para el primer foldón y en el eje de ordenadas el fator de
onservaión orrespondiente al segundo.
únio foldón formado de forma mayoritaria apareen en los otros dos uadrantes: bien
en el uadrante 12, uando F2 es el foldón mayoritario, o bien en 21, uando el foldón
predominante es F1.
Hemos alulado el fator de onservaión para F1 y F2 sobre las distintas on-
formaiones inluidas en los 4 intervalos de energía evaluados a T ∗m. Los resultados se
muestran en el diagrama de la Figura 5.7. Tal y omo vemos en ella, los puntos orres-
pondientes a las onformaiones inluidas en el intervalo Ip, oloreados en amarillo, se
loalizan en el extremo superior dereho del uadrante 22. En este mismo uadrante
están inluidas las onformaiones del intervalo Ip′, representadas mediate írulos de
olor verde. Los puntos alulados a partir de las onformaiones del intervalo Id, en
gris, oupan fundamentalmente el uadrante opuesto, aunque la distribuión de puntos
se extiende por enima de 0.5 en ambos ejes, oupando también los uadrantes 12 y
21. Los puntos rojos, orrespondientes a las onformaiones en equilibrio en el estado
de transiión, se distribuyen de forma irregular entre los uatro uadrantes.
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Figura 5.7: Diagrama de foldones obtenido para S689 a T
∗
m. Cada pun-
to, alulado para una onformaión distinta, se olorea en funión del
intervalo de energía al que pertenee, de auerdo a la leyenda indiada.
Hemos uantiado, para ada intervalo, la proporión de asos loalizados en el
interior de ada uadrante (en tanto por uno). El diagrama de barras que se muestra
en la Figura 5.8 permite representar, de forma senilla, estos resultados. Aunque esta
representaión uantitativa aporta poa informaión nueva sobre los intervalos Ip, Ip′ e
Id, resulta muy útil uando se trata de analizar la distribuión de los puntos alulados
para el intervalo ITS. Como vemos, estos puntos se distribuyen de forma equivalente por
los uadrantes 11 y 22. Sin embargo, la proporión de puntos en el uadrante 21 es
ligeramente superior al doble de la proporión alulada en el uadrante 12. Podemos
armar entones que, en este modelo, las onformaiones en equilibrio en el estado de
transiión mantienen una proporión de ontatos nativos residuales desigual en sus
foldones, siendo el foldón F1 el que se enuentra mejor onservado en el estado de
transiión (TS) en más de la mitad de los asos analizados.
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Figura 5.8: Diagrama de barras representativo de la proporión de a-
sos, en tanto por uno, enontrados en ada uadrante del diagrama de
foldones obtenido para S689 a T
∗
m, mostrado en Figura 5.7.
5.2.2. Modelo híbrido 85G-15Zh
En segundo lugar, hemos evaluado el proeso de plegamiento en S689 utilizando
nuestro modelo de simulaión híbrido. En este modelo existe, omo sabemos, informaión
explíita sobre la seuenia de aminoáidos que supone un 15% de la ontribuión de
largo alane a la energía de interaión (ver Seión 3.2). Con él también hemos llevado
a abo 8 simulaiones independientes partiendo de una onformaión desplegada de la
adena proteia.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.9 donde también apareen, a
modo de omparaión, los resultados obtenidos on el modelo 100% G	o. En este aso, la
urva de apaidad aloría en funión de la temperatura, representada en el Panel (a)
de la Figura 5.9, sigue presentando un pio únio. Sin embargo, este pio resulta ser más
estreho, más intenso y está entrado a una temperatura más baja que on el modelo
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anterior. El perl de energía libre obtenido también se modia de forma signiativa,
tal y omo puede observarse en el Panel (b). El mínimo orrespondiente al estado plega-
do, a energías bajas, es más estreho y se enuentra mejor denido que el obtenido para
el mismo estado termodinámio on el modelo 100% G	o. Además, aumenta onsidera-
blemente la altura de la barrera. En el Panel () se muestran algunos de los histogramas
alulados a temperaturas eranas a la temperatura de transiión (inluyendo ésta) on
el modelo 85G-15Zh. Si nos jamos en el histograma orrespondiente a T ∗m y lo ompara-
mos on el histograma obtenido a la temperatura de transiión on el modelo 100% G	o
(Panel (d) de la Figura 5.4), observamos la desapariión en el histograma alulado a
partir de las simulaiones on el potenial híbrido de lo que entones denominamos es-
tado plegado distorsionado (Ip′). En el nuevo histograma distinguimos úniamente dos
máximos estrehos, orrespondientes a los intervalos Ip e Id, tal y omo se india sobre
la urva representada en el Panel (d) de la Figura 5.9. La región omprendida entre
ambos máximos, o estado de transiión, onstituye el terer intervalo de energía en el
que vamos a entrar el análisis posterior.
Hemos araterizado desde un punto de vista estrutural, tal y omo hiimos en
la seión anterior, las onformaiones en equilibrio a T ∗m perteneientes a ada uno
de los 3 intervalos de energía. Para ello, hemos alulado el orrespondiente mapa de
freuenia de ontatos nativos en ada intervalo. Estos se muestran en la Figura 5.10.
El mapa de freuenia de ontatos orrespondiente al estado plegado (Ip) es muy similar
al equivalente para el modelo 100% G	o que aparee en la Figura 5.5. La diferenia más
importante, aunque pequeña, se observa en 5 ontatos entre residuos del extremo N−
terminal de la hélie α1 (reuadrados en olor verde sobre el mapa). La freuenia de
esos ontatos alulada para este modelo es superior. Esta aparente inremento del
grado de onservaión de una de las hélies en el estado plegado se observa laramente
en las dos hélies en el estado de transiión, tal y omo se dedue a partir del mapa
orrespondiente de la Figura 5.10. La mayor onservaión de las hélies provoa un
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Figura 5.9: Resultados obtenidos para S689 on el modelo híbrido 85G-
15Zh (los resultados obtenidos on el modelo 100% G	o se muestran para
failitar la omparaión): (a) Curvas de apaidad aloría. (b) Per-
les de energía libre a T ∗m. () Histogramas de energía en funión de la
temperatura obtenidos on el modelo híbrido. (d) El histograma a T ∗m se
analiza por intervalos de energía (3 en total), etiquetados sobre la urva.
ligero aumento en la freuenia de ontatos observada entre residuos situados en éstas
y en las distintas hebras a lo largo de la seuenia, siendo este inremento espeialmente
notable en el aso de la hélie α1 y la hebra β3. También se observa un aumento en
la freuenia de ontatos nativos residuales entre las hebras β2 y β3 y β3 y β1. En el
último mapa mostrado en la Figura, orrespondiente al intervalo desnaturalizado Id, son
muy poos los ontatos que presentan una freuenia superior al 50%. Sin embargo, la
prinipal diferenia enontrada entre este mapa y el equivalente alulado para el modelo
100% G	o, que se muestra en la Figura 5.5, es la disminuión de ontatos residuales
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Figura 5.10: Mapas de freuenias de ontatos nativos de largo alane
para ada uno de los intervalos de energía analizados a T ∗m. El intervalo
de E∗ y la poblaión (en%) de ada intervalo se espeian sobre el mapa
orrespondiente.
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entre las hebras β2 y β3.
A la vista de esta primera omparaión entre los mapas de freuenia de onta-
tos obtenidos on ambos modelos, podemos armar que introduir informaión sobre la
seuenia de aminoáidos en el potenial de plegamiento ontribuye a estabilizar ambas
hélies respeto a las hebras β, lo que provoa una aumento de la ooperatividad en
el tránsito. Este efeto también fue observado al estudiar la transiión de plegamiento
en el dominio B1 de la proteína G (ver Capítulo 3) y en la apo α-latalbúmina (Capí-
tulo 4). Por otra parte, el potenial de seuenia atúa diultando la onservaión de
algunos ontatos nativos en el estado desnaturalizado, tal y omo hemos omprobado
al examinar los mapas orrespondientes al intervalo Id on los dos modelos.
Por último, hemos evaluado ómo se ven afetados los ontatos nativos de largo
alane en ambos foldones uando se inluye en el potenial de plegamiento la informa-
ión debida a la seuenia de aminoáidos. Para ello, hemos representado el diagrama
de foldones que se muestra en la Figura 5.11 y hemos alulado, para ada uno de los 3
intervalos analizados, el diagrama de barras orrespondiente (Figura 5.12) que nos per-
mite uantiar la informaión ontenida en el diagrama de foldones. Ni la distribuión
de puntos en el diagrama de la Figura 5.11 ni el diagrama de barras alulado para el
intervalo Ip aporta, en prinipio, ninguna informaión novedosa. La distribuión es la
esperable teniendo en uenta que, en el estado plegado, los dos foldones deben enon-
trarse formados. Tal y omo se reeja en el diagrama de barras de la Figura 5.12, un
100% de los puntos aen dentro del uadrante 22. Si analizamos los puntos orrespon-
dientes al intervalo Id (de olor gris en la Figura 5.11) observamos una menor dispersión
que en el modelo 100% G	o, disminuyendo la presenia de éstos en los uadrantes 12 y
21. A nivel ualitativo, este reagrupamiento de los puntos se apreia en el diagrama de
barras de la Figura 5.12, siendo la oupaión en ambos uadrantes inferior al 1%. Por
último, la dispersión de los puntos de olor rojo orespondientes al intervalo ITS entre
los distintos uadrantes del diagrama de la Figura 5.11 se tradue en una oupaión
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Figura 5.11: Diagrama de foldones obtenido para S689 a T
∗
m on el
modelo híbrido 85G-15Zh. Cada punto, alulado para una onformaión
distinta, se olorea en funión del intervalo de energía al que pertenee.
erana al 55% del uadrante 22. Sin embargo, es más interesante volver a omprobar
ómo la oupaión del uadrante 21, que implia una mayor onservaión del foldón F1
frente al F2 en este intervalo, es muy superior a la del uadrante 12. Conretamente, la
poblaión detetada on el modelo 85G-15Zh en el uadrante 21 es, aproximadamente,
7 vees la poblaión del uadrante opuesto. Este heho ya se observó, aunque on menor
extensión, en el diagrama de barras equivalente obtenido on el modelo 100% G	o que
ya disutimos en la seión anterior (ver Figura 5.8). Con este primer modelo, pese a
que la oupaión del uadrante 21 también es mayor que la poblaión del uadrante 12,
la poblaión del uadrante minoritario es sólo un terio de la del uadrante 21.
Esta asimetría en la estabilidad de los foldones enontrada en S689 puede relaio-
narse, on todas las preauiones posibles, on los resultados inétios onsultados
161
.
La ooperatividad de la transiión del plegamiento de la proteína S6 está diretamen-
te ontrolada por los dos foldones detetados experimentalmente en esta estrutura: la
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Figura 5.12: Diagrama de barras representativo de la proporión de
asos, en tanto por uno, enontrados en ada uadrante del diagrama de
foldones obtenido para S689 a T
∗
m mostrado en Figura 5.11.
formaión de uno, en el estado de transiión, ataliza la formaión del otro. El foldón do-
minante en S6
161,162
, F1, es el foldón que se enuentra formado on mayor probabilidad
en nuestras simulaiones on el modelo 85G-15Zh.
5.3. Análisis del plegamiento de los permutantes de S689
Como menionamos en la Seión 5.1, además de examinar detalladamente los
aspetos termodinámios y estruturales araterístios del plegamiento de la proteína











. Con ellos hemos estudiado en qué medida se ve afetada la
transiión de plegamiento uando se altera la onetividad entre los distintos elementos
de estrutura seundaria a lo largo de la adena peptídia, y hemos evaluado la inuenia
de la seuenia en el amino del plegamiento en ada una de estas espeies.
Tal y omo hemos visto en el aso de S689, hemos estudiado la transiión de
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plegamiento de ada permutante empleando los dos modelos de simulaión habituales.
Empezaremos analizando los resultados obtenidos on el modelo 100% G	o.
5.3.1. Modelo 100% G	o
El primer paso onsiste en obtener la estrutura nativa de ada permutante. Di-
señar las nuevas estruturas a partir de S689 es senillo. Una vez seleionado el par
de residuos entre los uales se desonetará la adena, sólo falta enlazar los extremos
N− y C− terminal de S689 para onseguir un nuevo permutante. Tras renumerar los
residuos en funión de la posiión del nuevo extremo N− terminal, la nueva estrutura
nativa queda lista para ser analizada. Los distintos permutantes se identian por su
superíndie. Éste, omo también expliamos en la Seión 5.1, india entre qué residuos
se desoneta la adena para generar ada nuevo permutante. La nomemlatura más
utilizada está basada en la estrutura wild type de S6 (1RIS). En esta Tesis, pese a tra-
bajar on la estrutura modiada S689, hemos mantenido la nomelatura habitual para
los 5 permutantes: Así, la estrutura del permutante P
13−14
se onsigue rompiendo el
enlae entre los residuos 10 y 11 en nuestra estrutura S689, que equivalen a los residuos
13 y 14 en 1RIS.
Como siempre, el análisis previo a la simulaión omienza por alular el mapa de
ontatos nativos, que son los únios relevantes en el modelo 100% G	o. En la Figura 5.13,
además del mapa de ontatos nativo de S689, se muestra el mapa orrespondiente al
permutante P
13−14
en el Panel (b). Si nos jamos en los diagramas topológios que
aompañan a ambos mapas, en los que están esquematizados los distintos elementos de
estrutura seundaria ordenados a lo largo de la seuenia, vemos ómo el orte provoa
la desonexión ovalente entre la hélie α1 y la hebra β1, perteneiendo ambas al mismo
foldón F1. La misma hebra β1 pasa a estar onetada a la hebra β4, on la que forma
parte, junto a la hélie α2, del denominado foldón F2.
Los mapas de ontatos y los diagramas topológios orrespondientes al resto de
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Figura 5.13: (a) Mapa de ontatos nativos y diagrama topológio de
S689. Sobre el diagrama se india el punto de orte en la adena que ori-
gina el permutante P
13−14
, tras el enlae de los extremos N− y C− ter-
minal de la adena peptídia (unidos mediante una línea roja). (b) Mapa
de ontatos nativos y diagrama topológio de P
13−14
.
permutantes se muestran en la Figura 5.14. Es importante observar ómo los diferentes
ortes en la seuenia provoan siempre la misma onexión en el foldón F2, entre las
hebras β4 y β1. Sin embargo, las desonexiones afetan, dependiendo del permutante,
a ambos foldones indistintamente. En los paneles (a) y (b) de esta Figura vemos ómo




no tiene un efeto loalizado dire-
tamente entre los motivos estruturales inluidos en F1, ya que el orte se pratia en
la región del lazo anterior y posterior a la hebra β2, respetivamente. Tampoo el orte
para diseñar el permutante P
68−69
se pratia desonetando diretamente fragmentos
estruturales perteneientes a ninguno de los dos foldones. Como vemos en el diagrama
topológio del Panel () de la Figura 5.14, el punto de orte está loalizado entre la
hebra β3 y la hélie α2. Algo distinto es lo que nos enontramos en el aso del último
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Figura 5.14: Mapa de ontatos nativos y diagrama topológio de los
otros uatro permutantes estudiados.
permutante analizado. En el Panel (d) se muestra el diagrama topológio para P
81−82
.
En este aso, la desonexión afeta diretamente a F2 por partida doble: además de
la onexión inevitable entre las hebras β4 y β1, existe una desonexión entre la he-
bra β4 y la hélie α2. Como ya sabemos, todos estos motivos estruturales perteneen
al foldón F2.
Una vez diseñados los permutantes, hemos llevado a abo 8 simulaiones indepen-
dientes en ada aso, utilizando omo potenial de plegamiento el potenial 100% G	o.
En la Figura 5.15 se muestran las urvas de apaidad aloría obtenidas para ada
permutante en funión de la temperatura. En la misma Figura representamos la urva,
oloreada en gris, obtenida on este modelo para la proteína S689 a modo de ompara-
ión. Lo primero que observamos, en todos los permutantes, es un desplazamiento de su
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Figura 5.15: Variaión de la apaidad aloría on la temperatura
para la proteína S689 y los 5 permutantes estudiados. Las temperaturas de
transiión orrespondientes a ada uno de los permutantes, en el mismo
orden en el que apareen en la leyenda de la Figura, son: 0.641, 0.628,
0.652, 0.640 y 0.640.
temperatura de transiión respeto a la temperatura de la estrutura wild type. Todas




se deteta un hombro que india la presenia de un posible estado intermedio.
Además de alular la urva de apaidad aloría, hemos obtenido el perl de
energía libre a la temperatura de transiión para ada espeie. Estos perles de energía
están representados en los distintos paneles de la Figura 5.16. El perl del permutante
P
13−14
se muestra en el Panel (a). Este perl de energía libre es similar al que obtuvimos
para S689 on este mismo modelo. En ambos asos se observa un mínimo orrespondiente
al estado plegado anho y poo denido y una barrera de energía libre pequeña, más
baja inluso que la alulada para S689 (ver Panel (b) de la Figura 5.4). La situaión es
pareida en el aso del permutante P
54−55
(Panel ()) que, sin embargo, tiene una mayor
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T ∗m. Tal y omo habíamos sospehado a partir de las urvas de apaidad aloría de
la Figura 5.15, los permutantes P
33−34
(Panel (b)) y P
81−82
(Panel (e)) presentan un
intermedio termodinámio on este modelo. Sin embargo, pese a no intuirse en la urva
orrespondiente de la Figura 5.14, en el perl del permutante P
68−69
(Panel (d)) existe
también un mínimo de energía libre a valores de E∗ intermedios.












La existenia de un intermedio termodinámio en varios permutantes, on este
primer modelo, no está respaldada por la bibliografía onsultada
162
que, sin embargo, sí
desribe variaiones en las onstantes inétias del proeso de desnaturalizaión relaio-
nadas on la modiaión de la estrutura del estado termodinámio y, onretamente,
on la formaión de un núleo de plegamiento que no es omún a todos los permutantes.
De nuevo, para poder omprobar hasta qué punto onsiderar la seuenia modia la
transiión del plegamiento, hemos repetido las simulaiones on el modelo de potenial
85G-15Zh.
5.3.2. Modelo híbrido 85G-15Zh
Para ompletar el estudio, hemos llevado a abo otras 8 simulaiones independien-
tes para ada uno de los permutantes on este modelo. En la Figura 5.17 se muestran
las urvas de apaidad aloría en funión de la temperatura obtenidas para ada
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permutante, además de la urva orrespondiente a S689 on este modelo, a modo de
omparaión. Como vemos en la Figura, existe un únio máximo en todas las urvas.
Estos máximos son, en todos los asos, más intensos y estrehos que los orrespondientes
obtenidos para ada permutante on el modelo 100% G	o (ver Figura 5.15). Además de
la intensidad de los pios, también se modia la temperatura en torno a la que éstos
apareen. De heho, no se trata sólo de la habitual disminuión de temperatura observa-
da sistemátiamente uando en la simulaión se utiliza el modelo híbrido. En este aso,
además del ambio esperable en la esala de temperatura, se redue el intervalo en el
que apareen los distintos máximos. Si on un modelo 100% G	o, la transiión en todos
los asos ourre en un intervalo de temperatura de 0.640 ±0.012, en esala reduida,
ahora el intervalo enontrado es 0.572 ±0.004.
Además, tal y omo suede on el modelo 100% G	o, todos los permutantes, exepto
uno, tienen un temperatura de transiión inferior a la de la estrutura S689. Sin embargo,
si on el primer modelo el permutante que presenta la temperatura de transiión más
elevada es P
54−55




Como podemos ver en la Figura 5.17, las urvas de apaidad aloría obtenidas
on este modelo son estrehas y en ellas no se observa ningún hombro. Como siempre, los
perles de energía libre alulados a T ∗m nos permiten analizar la existenia de estados
intermedios invisibles en la urva de apaidad aloría orrespondiente. Los perles
de energía libre para ada permutante se muestran en la Figura 5.18. Las diferenias
enontradas al omparar los nuevos perles alulados, representados en esta Figura,
on los obtenidos on el modelo 100 G	o, mostrados en la Figura 5.16, son importantes:




(paneles (a) y () en ambas guras)
observamos un aumento onsiderable de la barrera de energía, además de una mejora
en la deniión del mínimo orrespondiente al estado plegado. El ambio también es
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Figura 5.17: Variaión de la apaidad aloría on la temperatura
para la proteína S689 y los 5 permutantes estudiados on el modelo híbrido
85G-15Zh. Las temperaturas de transiión orrespondientes a ada uno
de los permutantes, en el mismo orden en el que apareen en la leyenda,
son: 0.576, 0.570, 0.568, 0.568 y 0.568.
distintos modelos (paneles (d) y (e)). En ambos asos, el estado intermedio detetado
on el modelo 100% G	o desaparee al introduir informaión de seuenia. Sin embargo,
el efeto más interesante es el observado en el aso del permutante P
33−34
(Panel (b)).
Con el nuevo potenial desaparee el estado intermedio (Panel (b) de la Figura 5.16).
También aumenta la barrera de energía y se anan los mínimos orrespondientes a los
dos estados de equilibrio mayoritariamente poblados, el plegado, de baja energía, y el
desnaturalizado. Sin embargo enontramos, en el intervalo de energías omprendido entre
-200 y -150, un mínimo loal en una región de energía próxima al estado desnaturalizado.
Analiemos las diferenias enontradas en P
33−34
on un poo más de detalle.
En el Panel (a) de la Figura 5.19 se representa el histograma de energía a T ∗m
obtenido para P
33−34
on un modelo 100% G	o. A esa temperatura, la poblaión de la
espeie intermedia (etiquetada omo II) supone el 55% del total de onformaiones en
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Figura 5.18: Perles de energía libre a T ∗m para ada permutante evalua-











equilibrio a esa temperatura. El rmsd promedio respeto al estado nativo alulado sobre
el onjunto de onformaiones inluidas en diho intervalo es de 6.75 ± 0.07 Å. Sobre
el mismo histograma, además de las regiones orrespondientes a los estados plegado
(Ip) y desnaturalizado (Id), hemos indiado otra región próxima al estado desplegado,
etiquetada omo ITS, que omprende el 4% de las onformaiones totales, on un rmsd
promedio de 11.70± 0.07 Å. En el Panel (b) hemos representado el histograma de energía
a T ∗m para este mismo permutante alulado a partir de los datos de las simulaiones on
el modelo 85G-15Zh. Con el modelo híbrido no se estabiliza ningún estado intermedio. Lo
que sí observamos, a energías omprendidas entre -200 y -140, es el aumento en el número
de asos inluidos en esa región del histograma, próxima al estado desnaturalizado. Por
este motivo, hemos dividido la región de energía omprendida entre -225 y -140 en dos
intervalos, tal y omo se india en la Figura: el primero de ellos, etiquetado omo ITS,
omprende el 1% de la poblaión total y presenta un rmsd promedio de 4.0 ± 0.4 Å. El
segundo intervalo, Id′ , inluye el 8% de las onformaiones, on un rmsd promedio de
10.5 ± 0.2 Å.
El objetivo de este análisis es poder omparar el tipo de estrutura que, en pro-
medio, es araterístia de una región de energía equivalente en los dos modelos de
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Figura 5.19: (a) Histograma de energía a T ∗m de P
33−34
para el modelo
100% G	o. (b) Histograma de energía a T ∗m para el modelo 85G-15Zh.
() Diagrama de foldones. Cada punto representa una onformaión in-
dividual y se olorea en funión del intervalo de energía al que pertenee.
(d) Diagrama de barras representativo de la proporión de asos (en tan-
to por uno) inluidos en ada uadrante del diagrama de foldones en
funión del intervalo de energía y el modelo de simulaión evaluado.
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simulaión utilizados en este estudio. Para ello, además de alular el rmsd promedio
de ada región, hemos obtenido el diagrama de foldones orrespondiente a ada uno de
los intervalos desritos anteriormente, tal y omo vemos en el el Panel () de la Figu-
ra 5.19. Como siempre, la informaión uantitativa de este tipo de mapas se reorganiza
en el diagrama de barras orrespondiente, que mostramos en el Panel (d) de esta misma
Figura, on los datos obtenidos para los dos modelos. Las onformaiones inluidas en
el estado II , obtenido on el modelo 100% G	o, presentan los dos foldones formados de
forma mayoritaria (uadrante 22). En menos del 5% de los asos inluidos en II , repre-
sentados en el diagrama de foldones del Panel (), el foldón F2 se onserva sin que lo
haga también el foldón F1 (uadrante 12). En el estado ITS, para este mismo modelo,
aproximadamente el 45% de las onformaiones onservan preferentemente el foldón F2,
frente al 10% de las onformaiones totales en este estado en las que F1 es el foldón
predominante. ¾Qué diferenias observamos on el modelo 85G-15Zh? Con él, todas las
onformaiones del estado ITS están inluidas en el uadrante 22, por lo que onservan
formados los dos foldones simultáneamente. El resultado del análisis es equivalente en el
estado Id′ : algo más del 50% de las onformaiones inluidas en este intervalo presentan
formados los dos foldones, si bien en el 25% de los asos el foldón predominante vuelve
a ser F2, tal y omo vimos al analizar el estado ITS orrespondiente al modelo 100% G	o.
Para nalizar el análisis de las variaiones en la transiión de este permutante
al inluir informaión de seuenia en el modelo, hemos evaluado los orrespondientes
mapas de freuenia de ontatos nativos. Los mapas para ada uno de los intervalos
estudiados on los dos modelos se muestran en la Figura 5.20. Las omparaiones entre
distintos mapas deben haerse on uidado. Aunque, globalmente, el intervalo de energía
explorado en el análisis es similar, los intervalos individuales en los que se ha dividido
ada histograma no son exatamente de la misma anhura. Empeemos por desribir
los mapas obtenidos para el modelo 100%G	o, mostrados en la la superior de la Figu-
ra 5.20. De auerdo on el mapa alulado en el intervalo II , la onformaión que, en
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Figura 5.20: Mapas de freuenias de ontatos nativos orrespondien-
tes al permutante P
33−34
, alulados para ada uno de los intervalos de
energía a T ∗m . Sobre ada mapa se espeia el intervalo de E
∗
analizado
y su poblaión (en%).
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promedio, sería representativa de diho estado a T ∗m según este primer modelo mantiene
una proporión alta de ontatos nativos residuales. Estos ontatos están loalizados,
prinipalmente, entre las hebras β1-β4, β1-β3 y β3-β2. Ambas hélies, por el ontrario,
onservan sus ontatos de largo alane en menos del 50% de las onformaiones anali-
zadas. El mapa orrespondiente al estado de transiión (ITS) para este modelo, situado
en la misma la de la Figura 5.20, muestra una mayor pérdida de los ontatos entre
las distintas hebras.
En los mapas de la la inferior de la Figura la imagen global es distinta. El estado
de transiión onsiderado en este modelo, ITS, presenta un grado de onservaión de
los ontatos nativos muy elevado, inluso en ambas hélies. En el aso onreto de la
hélie α2, la freuenia de todos los ontatos de largo alane es igual o superior al 70%.
En el mapa alulado para el último intervalo evaluado on el modelo híbrido, el Id′ ,
podemos observar la reduión de la freuenia de todos los ontatos de largo alane.
Sin embargo, los ontatos de largo alane loalizados en la hélie α2 se mantienen
todavía on una freuenia superior al 50%, siendo inluso superior en el aso de las
hebras β.
Además de analizar detenidamente las diferenias enontradas en la transiión
de plegamiento de P
33−34
on los dos modelos de simulaión, hemos omparado las
araterístias de la transiión enontradas on el modelo híbrido 85G-15Zh en todos
los permutantes. Los histogramas de energía a la temperatura de transiión para ada









se muestran en los distintos paneles de la Figura 5.21. En ninguno de estos 4 asos
se detetan estados termodinámios intermedios, tal y omo habíamos omprobado a
partir de los perles de energía libre representados en la Figura 5.18. Cada histograma se
divide en intervalos para el posterior análisis de foldones. La extensión de ada intervalo
de energía se india sobre ada histograma. Junto al histograma de ada permutante
se muestra el diagrama de foldones orrespondiente. Hemos alulado, para todos los
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. Los intervalos de ener-
gía sobre los que se realiza el análisis estrutural de foldones se indian
sobre ada urva. El diagrama de foldones obtenido del análisis en a-
da permutante se muestra en ada panel, a la dereha del histograma
orrespondiente.
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Figura 5.22: Diagrama de barras representativo de la proporión de
asos (en tanto por uno) enontrados on el modelo 85G-15Zh en los
uadrantes 12 y 21 de los diagramas de foldones a T ∗m. Los datos orres-
ponden en todos los asos al estado de transiión exepto en el permutante
P
33−34
, para el que se representan los datos obtenidos en el estado d'.
permutantes, el diagrama de foldones en ada intervalo de energía, tal y omo se muestra
en la Figura 5.21.
El diagrama de barras de la Figura 5.22 nos permite omparar el omportamiento
de ada foldón en este estado en los ino permutantes estudiados. Hemos representado
los datos orrespondientes al estado de transiión ITS en todos los asos salvo para el
permutante P
33−34
, uyos datos orresponden al estado Id′ (Panel (d) de la Figura 5.19).
Se inluyen también los datos obtenidos para la estrutura S689 on el modelo híbrido.
Centramos el análisis en los uadrantes 12 y 21. La propoión de asos enontrados
dentro del uadrante 12, que es representativo de aquellas onformaiones en las que







. Se observa la situaión ontraria (F1 mejor on-




. Este último resultado es similar al que
enontramos al evaluar ambos uadrantes en la estrutura wild type, S689.
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Los resultados experimentales, basados en medidas inétias, apuntan en la mis-
ma direión
162
: ya disutimos en el aso de S689 el heho de que el foldón dominante
determinado experimentalmente, F1, oinidiera on el foldón onservado mayoritaria-
mente en nuestras simulaiones on el modelo híbrido (Seión 5.2.2). Pues bien, hemos







on F2 omo foldón dominante, y P
68−69
, espeie en la que domina el foldón F1. En
el permutante P
81−82
, los resultados experimentales sugieren que la vía de plegamiento
no está ontrolada por ninguno de los dos foldones, sino que ambos regulan el proeso
indistintamente
162
. Este ha sido el únio aso en el que nuestros resultados no pueden
relaionarse, al menos de forma ualitativa, on el experimento.
5.4. Resumen y onlusiones del apítulo
En este apítulo hemos estudiado la transiión del plegamiento en la proteína S689 y











de S689 está basada en la estrutura nativa de la proteína ribosomal S6, odiada en
el PDB omo 1RIS
163
. Como expliamos en la Seión 5.1, no nos es posible trabajar
diretamente on 1RIS, de 97 aminoáidos, ya que sus extremos N− y C− terminal
no se enuentran a una distania próxima a 3.8 Å, que es la distania de enlae entre
arbonos α unidos ovalentemente en nuestro modelo de simulaión (Seión 2.2.1).
Esto supone un problema a la hora de obtener los permutantes irulares on nuestro
modelo geométrio ya que, después de haer el orrespondiente orte en un punto
onreto de la estrutura (Figura 5.1), es neesario unir los extremos N− y C− terminal
de la estrutura natural de partida, o estrutura wild type. Hemos soluionado este
inonveniente trabajando on S689: esta estrutura uenta on 8 residuos menos que
1RIS y la distania entre los arbonos α de sus extremos Nt y Ct es sólo un 15% mayor
que la distania de enlae en nuestro modelo geométrio, siendo la menor diferenia
enontrada entre las dos estruturas (Figura 5.2). Esta diferenia se puede regularizar
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fáilmente para que el modelo sea apliable.
Hemos estudiado las araterístias del plegamiento en S689, tanto a nivel termodi-
námio omo estrutural, on dos modelos de simulaión diferentes: el primero de ellos,
el modelo 100% G	o, basado úniamente en la topología del estado nativo (Seión 5.2.1),
y el modelo híbrido 85G-15Zh, que inluye informaión de la seuenia de aminoáidos
(Seión 5.2.2). Aunque la transiión resulta ser de dos estados on los dos modelos, la
seuenia mejora la deniión del estado plegado y aumenta la barrera de energía libre
(Panel (b) de la Figura 5.9).
Ya habíamos observado un resultado muy similar al estudiar el plegamiento del
dominio B1 de la proteína G (Capítulo 3). En el aso de S689, inluir informaión de
seuenia en la funión de potenial ontribuye a estabilizar ambas hélies respeto a
las hebras β, tal y omo se muestra en los mapas de freuenia de ontatos de la Fi-
gura 5.10. Esta estabilizaión extra de la hélies es responsable del inremento en la
ooperatividad del tránsito. También hemos analizado, on ambos modelos a su orres-
pondiente T ∗m, el omportamiento de los dos foldones identiados experimentalmente
en la proteína S6 (ver Panel () de la Figura 5.4). El resultado obtenido en ambos
asos para el estado de transiión, ITS, es similar: el foldón F1 se onserva en la mayo-
ría de las onformaiones analizadas perteneientes al TS. Sin embargo, las diferenias
de onservaión observadas entre los dos foldones son mayores on el modelo híbrido
85G-15Zh.
Después de araterizar la transiión en S689, hemos repetido el estudio on 5 de sus
permutantes irulares, en los que se onserva la estrutura del estado nativo de la pro-
teína wild type pero no la onetividad entre sus elementos de estrutura seundaria. En
primer lugar, hemos analizado el proeso utilizando el modelo 100% G	o (Seión 5.3.1).
El análisis de los perles de energía libre, mostrados en la Figura 5.16, nos permite pro-







) aparee un intermedio termodinámio que no se deteta experimental-
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un mínimo anho y poo denido a energía bajas, además de una barrera de energía
libre pequeña.
Las araterístias del plegamiento en los permutantes ambian drástiamente
uando se onsidera la seuenia en el modelo de simulaión (Seión 5.3.2). No sólo
se modia la temperatura a la que apareen los distintos máximos de apaidad a-
loría (Figura 5.17), sino que también son muy distintos los perles de energía libre
alulados para ada permutante on este modelo híbrido (Figura 5.18) respeto a los
perles obtenidos on el modelo 100% G	o. En todos los asos se observa un aumento
onsiderable de la barrera de energía libre. Además, el intermedio termodinámio en-




on el modelo anterior no se deteta on
el modelo 85G-15Zh. Esto mismo se observa en los histogramas orrespondientes de la
Figura 5.21. La transiión del plegamiento en el permutante P
13−14
sigue siendo de dos
estados, pero la seuenia permite denirlos mejor, omo vemos tanto en el perl de
energía libre a T ∗m de la Figura 5.18 omo en el histograma que mostramos en el Pa-
nel (a) de la Figura 5.21 a la misma temperatura. El plegamiento en P
54−55
también
disurre sin intermedios termodinámios, aunque en este aso sí que se detetan algunas
onformaiones pertenenientes al estado plegado distorsionado I
′
p a la temperatura de
transiión (Panel (b) de la Figura 5.21). De los 5 perles de energía libre mostrados en
la Figura 5.18, sólo el perl alulado para el permutante P
33−34
presenta un mínimo
próximo al mínimo orrespondiente al estado desplegado, a energías altas. Esta partiu-
laridad nos lleva a analizar on detalle la transiión en este permutante, omparando los
resultados on los obtenidos on el modelo 100% G	o. Además del análisis omparativo
del grado de onservaión de los foldones, que se muestra en el Panel (d) de la Figu-
ra 5.19, hemos alulado los mapas de freuenias de ontatos orrespondientes a ada
estado analizado a T ∗m on los dos modelos de simulaión utilizados (Figura 5.20). Tal
y omo omentamos en el aso de S689, el inremento de estabilidad en ambas hélies
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respeto a las horquillas β aumenta la ooperatividad del tránsito haiendo desapareer
el intermedio. Esta modiaión en la estabilidad de las hélies observada on el modelo
híbrido también reperute en el grado de onservaión de los foldones. Cuando ompara-
mos los resultados mostrados en el diagrama de barras de la Figura 5.19, obtenidos para
los estados ITS (modelo 100% G	o) e Id′ (modelo 85G-15Zh), mayoritarios dentro de un
intervalo de energía (E∗) similar, llegamos a una onlusión importante: el porentaje
de onformaiones que onservan intato el foldón F2, on el modelo 100% G	o, supera el
40%, mientras que se detetan los dos formados simultáneamente en, aproximadamente,
el 25% de las onformaiones totales. Los resultados obtenidos on el modelo híbrido
revelan que, inluso a energías altas, el 60% de las onformaiones mantienen intatos
los dos foldones pero, y esto es importante, el 30% de las onformaiones inluidas en
ese intervalo de energías sólo onservan formado el foldón F2.
Para terminar, en la Figura 5.22 hemos omparado el grado de onservaión de los
foldones F1 y F2 en S689 y en los 5 permutantes estudiados on el modelo 85G-15Zh. En
todos los asos, salvo en el permutante P
81−82
, el foldón onservado mayoritariamente
on nuestro modelo híbrido oinide on el foldón que, experimentalmente, paree ser el





A lo largo de esta Tesis hemos desarrollado un nuevo modelo de resoluión inter-
media para simular el proeso del plegamiento en proteínas. En él hemos ombinado
informaión tanto de la topología del estado nativo de la proteína omo de la seuenia
de sus aminoáidos onstituyentes, manteniendo la simpliidad inherente a los modelos
de grano grueso. Con este nuevo potenial híbrido hemos omprobado que es posible
reproduir, al menos de forma ualitativa, las araterístias de la transiión de plega-
miento/desnaturalizaión térmia en una serie de proteínas, de omplejidad variable,
para las que un modelo basado úniamente en la topología del estado nativo resulta
insuiente.
En el Capítulo 1, tras una breve introduión a la problemátia del plegamiento y
a las múltiples maneras de abordar su estudio, hemos planteado el objetivo prinipal de
este trabajo: el desarrollo de un nuevo potenial de interaión que reoja las araterís-
tias espeías de la interaión entre un par de residuos en funión de su naturaleza
y de la distania a la que se sitúen sus adenas laterales. Esta omponente de seuenia
se introdue a modo de perturbaión de la omponente energétia que proviene direta-
mente de la topología del estado nativo, sin la ual no es posible, al menos de momento,
plegar la proteína adeuadamente, solo on poteniales de ampo medio.
La omponente de seuenia atúa entre los entros geométrios, o entroides, de
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las adenas laterales de un par de residuos i, j, separados por un mínimo de 4 aminoái-
dos a lo largo de la adena peptídia. Para que sea posible alular las interaiones de
seuenia en ualquier onformaión generada a lo largo de simulaión hemos desarro-
llado nuestra propia librería de rotámeros dependiente del esqueleto proteio. Se trata
de un manual de reonstruión, adaptado a la resoluión de nuestro modelo, que nos
permite situar el entro geométrio de las adenas laterales de los distintos aminoái-
dos que forman la proteína, onsiderando las araterístias onretas y la exibilidad
intrínsea de ada tipo de aminoáido. Utiliza 4 parámetros: dos ángulos, θ y ϕ, una
distania 〈dn〉, medida entre un entroide y su arbono α, y una distania d
13
, medida
entre arbonos α separados por dos enlaes virtuales en nuestro modelo, que nos da la
dependenia de ada residuo on el esqueleto a nivel loal. En el Capítulo 2 hemos deta-
llado ada uno de los pasos neesarios para alular la librería de rotámeros a partir de
1580 estruturas de proteínas resueltas mediante difraión de rayos X. En este apítulo
también hemos omprobado la eaia de la librería de ara a reonstruir los entroides
nativos en una serie de proteínas on independenia del tipo de estrutura nativa que
presenten. Hemos probado el mismo tipo de análisis on proteínas resueltas por RMN
y la reonstruión de los entroides nativos para las estruturas de este grupo resultó
menos preisa, aunque también satisfatoria.
Tras desarrollar nuestra librería de rotámeros, que es la herramienta indispensable
para implementar el potenial de seuenia, a lo largo de Capítulo 3 hemos optimiza-
do y validado el nuevo potenial híbrido. Para ello, hemos analizado la transiión de
plegamiento en el dominio B1 de la proteína G (1PGB), ontrastando los resultados de
simulaión on los datos experimentales disponibles en la bibliografía. Este análisis nos
ha servido para determinar la proporión óptima entre la ontribuión de topología y
la de seuenia, que viene dada por el parámetro ξ, jado en 0.15. Una vez optimizado
el potenial híbrido, que hemos denominado 85G-15Zh en lara alusión al peso de ada
ontribuión en el nuevo potenial de interaión, hemos estudiado y omparado el pro-
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eso de plegamiento en 1PGB y en 2PTL, un homólogo estrutural de 1PGB on una
seuenia de aminoáidos muy diferente. Además, hemos utilizando omo referenia, en
ambas proteínas, la transiión de plegamiento desrita on el modelo 100% G	o, basado
úniamente en la topología del estado nativo. Hemos visto que inluir informaión de
seuenia en el modelo mejora las araterístias termodinámias de la transiión en los
dos asos: se observa un inremento en la barrera de energía libre, un aumento de la
intensidad del máximo de la urva de apaidad aloría en funión de la temperatura,
que aparee a un valor de T ∗ inferior que on el modelo 100% G	o, y una mejor deniión
del estado plegado, de baja energía.
El siguiente sistema proteio esogido de ara a estudiar el proeso global de plega-
miento ha sido la apo α-latalbúmina, abreviada omo aLA (1F6R). Los motivos que nos
llevaron a seleionar esta proteína fueron fundamentamente tres: su tamaño razonable,
la gran antidad de informaión experimental disponible sobre el proeso de desnatu-
ralizaión térmia en medio oxidante a distintos valores de pH on la que ontrastar
nuestros resultados de simulaión y, sobre todo, la presenia de uatro enlaes disulfuro
en el estado nativo. Desde un punto de vista metodológio, simular el plegamiento en
la aLA utilizando Monte Carlo supuso un reto, debido a la elevada restriión onfor-
maional impuesta por los entreruzamientos ovalentes. Abordamos este problema en
el Capítulo 4, adaptando los poteniales de simulaión en funión de las ondiiones del
medio (oxidante o redutor), sin ambiar el tipo de movimientos utilizados para explorar
el espaio de onformaiones que fueron desritos en el Capítulo 2. De los tres mode-
los de simulaión utilizados, sólo fuimos apaes de reproduir las araterístias de la
transiión en medio oxidante on el modelo 85G-15Zh entreruzado: en este aso ob-
tuvimos una transiión ooperativa sin intermedios termodinámios signiativamente
poblados en la que, además, se onservan intatos los uatro entreruzamientos ova-
lentes a lo largo de la estrutura, tal y omo ourre experimentalmente en ondiiones
suaves (pH ∼ 7).
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Por último, en el Capítulo 5 hemos estudiado el plegamiento en la proteína S689 y










. Como en el
resto de sistemas evaluados en esta Tesis, hemos simulado la transiión de plegamiento
en todos los asos utilizando el modelo 100% G	o y el modelo híbrido 85G-15Zh para
poder omparar los resultados. De nuevo, las araterístias de la transiión mejoran
signiativamente uando se onsidera la seuenia de aminoáidos. Además, hemos
llevado a abo un análisis de onservaión de los dos foldones, o unidades de plegamiento,
que se identian experimentalmente en estas proteínas: F1, que inluye la hélie α1 y
las hebras β1 y β3, y el foldón F2, formado por la hélie α2 y las hebras β1 y β4. Los
resultados de este análisis a través de los mapas de foldones que se introduen en el
Capítulo 5 son impatantes: en todos los asos exepto en uno (P
81−82
) el foldón mejor
onservado de auerdo a nuestro análisis resulta ser el foldón a partir del ual, según
los datos experimentales inétios onsultados, se iniia la nuleaión que ondue al
plegamiento de la proteína.
En resumen, en este trabajo se pone de maniesto la neesidad de onsiderar la
seuenia de aminoáidos de ara a diseñar un potenial de plegamiento realista. En
onreto, on el potenial híbrido desarrollado en esta Tesis hemos podido expliar y
reproduir, al menos de forma ualitativa, araterístias del proeso de plegamiento de
sistemas proteios en los que no se umple el prinipio de frustraión mínima.
Además, la metodología desarrollada en este trabajo, que inluye el diseño de la li-
brería de rotámeros, la optimizaión del potenial, y numerosas estrategias de análisis de
los resultados de simulaión, permiten extender en el futuro este trabajo a muhos otros
sistemas proteios, para profundizar en la omplejidad del problema del plegamiento de
proteínas.
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